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Neprokázali jsme ţádnou mutaci v kódujících oblastech genů signální  dráhy TGF 1, ale 
zjistili jsme sníţenou nebo nedetekovatelnou expresi těchto analyzovaných genů. Sníţená 
exprese je zřejmě způsobena epigenetickými změnami, tedy hypermetylací a deacetylací 
promotorových oblastí těchto genů. Antiproliferační a apoptotický účinek TGF 1 byl testován 
na liniích AML (ML1, ML2, CTV1 a Kasumi1). Rezistence ML2 buněk k inhibici DNA 
syntézy pomocí TGFβ1 je způsobena jinými faktory neţ mutacemi genů signalizační dráhy 
TGFβ1.Zjistili jsme, ţe zvýšená exprese genu pro SnoN (Ski-like novel gene) na úrovni 
mRNA i proteinu je zřejmě důvodem této rezistence. Buňky linie Kasumi1 a ML2 byly citlivé 
k indukci apoptózy vyvolané působením TGFβ1, ale v menší míře neţ  při působení 
inhibitoru proteazomu, bortezomibu. Rozdílnost odpovědí AML buněk jednotlivých linií 
odráţí velkou heterogenitu akutní myeloiní leukémie (AML) u pacientů s AML. 
Analýza prognostických faktorů AML s normálním karyotypem potvrdila, ţe mutace genu 
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) jsou příznivým prognostickým faktorem a 
naopak zvýšená exprese genů pro EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1") a ERG  (“ETS-
related gene”) jsou nepříznivým prognostickým faktorem. EVI1 je také negativním markerem 
u myelodysplastického syndromu (MDS). Nepotvrdili jsme výnam zvýšené exprese genu 













We did not find mutation in coding areas of genes for components of TGFbeta1 signaling 
pathway but we detected decreased or undetectable expression of these analysed genes.The 
decreased expression is probably caused by epigenetic changes, so by hypermethylation and 
deacetylation of promoter regionsof these genes.Antiproliferative and apoptotic effect of  
TGF 1 was analysed in AML cell lines (ML1, ML2, CTV1 and Kasumi1). ML2 cells 
rezistence to inhibition of DNA synthesis by TGFβ1 is not caused by mutations of genes for 
components of  TGFβ1 signaling pathway. We found that increased SnoN (Ski-like novel 
gene) expression on the level of coresponding mRNA and protein is probably accountable for 
this rezistence. Kasumi1 and M2 cells were sensitive to induction of apoptózis caused by 
TGFβ1 treatment but in less extent than by proteazome inhibitor bortezomib. The difference 
of  AML cells of different lines answers shows a great heterogeneity AML in AML patients. 
Prognostic factors analysis in AML with normal karyotype confirmed that CEBPA 
(CCAAT/enhancer binding protein alpha) mutations predict favourable prognosis but the 
elevated EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1") and ERG  (“ETS-related gene”) 
expression are connected with unfavourable prognosis. EVI1 is a negative marker for MDS as 
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Kaţdá fáze buněčného cyklu (G1, S, G2 and M) je kontrolována určitými cyklin-
dependentními kinázami (CDK) a jejich regulatorními podjednotkami cykliny. Stavba a úloha 
CDK se liší podle typu buňky a prostředí. Posun buněčného cyklu z první růstové fáze G1 
k syntéze DNA v S fázi je regulován fosforylací proteinu retinoblastomu (pRb). Cyklinový 
komplex D1/CDK4/6 fosforyluje pRb, zatímco p16
INK4a
 inhibitor CDK, který interaguje 







působí na pRb.Tumor supresorová aktivita transformačního růstového faktoru beta (TGFβ) 
záleţí na jeho schopnosti regulovat expresi mnoha proteinů, jenţ hrají klíčovou roli v kontrole 
buněčného cyklu při přechodu z G1 do S fáze. TGFβ je schopen způsobit zastavení 
buněčného růstu u mnoha různých typů buněk včetně epiteliálních, endoteliálních, 
hematopoetických, nervových a u určitého typu mesenchymálních buněk. TGFβ indukuje 
transkripci genů pro p15
INK4b




 specificky bokuje aktivaci CDK4 a 
CDK6, zatímco p15
INK4b
 a  p21
CIP1/WAF





 je důleţitá pro TGFβ zprostředkovaným zastavením buněčného růstu 
v epiteliálních buňkách, ale ne v hematopoetických buňkách, kde nadbytek p57
KIP2
 je 
nezbytný pro TGFβ indukovaným zastavením buněčného růstu. Navíc aby mohl TGFβ 
v epiteliálních buňkách regulovat aktivitu CDK komplexů, TGFβ také inhibuje transkripci 
protoonkogenů c-myc, které hrají roli v kontrole buněčného cyklu při vstupu do S fáze u 
vyšších eukaryot. Sníţení c-myc vlivem TGFβ je často narušeno v rakovinných buňkách. 
Identifikace a charakterizace signální dráhy TGFβ pomůţe porozumět úloze TGFβ na jedné 
straně jako tumorsupresorového genu obvykle v počátečním stadiu maligního růstu a na druhé 
straně naopak jako onkogenního faktoru v pozdních fázích malignit zejména u metastází. 
V pozdní fázi vzniku epiteliálního nádoru se buňky často stávají rezistentními na inhibiční 
účinek TGFβ kvůli inaktivaci signální dráhy TGFβ nebo v důsledku abnormální regulace 
buněčného cyklu. Pevné nádory často obsahují mutace sloţek signální dráhy TGFβ, nejčastěji 
Smad4 a T RII. Hematologické malignity se potom často stávají resistentní na TGFβ kvůli 
sníţené expresi členů signální dráhy TGFβ vlivem  onkoproteinů jako Evi1, Tax a fúzních 
proteinů Runx1-Evi1, Runx1-ETO a  PML-RARα. Buňky nádoru často vykazují sníţenou 
expresi TGFβ. TGFβ můţe také ovlivňovat sloţení extracelulární matrix a degradaci sloţek, 
které hrají komplexní roli při vývoji nádoru a vzniku metastází. 
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Cytokiny rodiny TGF  regulují tedy růst a diferenciaci různých buněk. Tyto cytokiny mají 
schopnost kontrolovat funkci buňky, hrají důleţitou úlohu v embryonálním vývoji a 
homeostase tkání. Vedle isoforem TGF patří do této rodiny také aktiviny a kostní 
morfogenetické proteiny (BMP). Uvedené polypeptidy se váţí ke specifickým 
transmembránovým receptorům (kinasy fosforylující serin a threonin) a zprostředkují přenos 
signálu uvnitř buňky pomocí Smad proteinů. Po aktivaci se Smad proteiny přemístí do jádra, 
kde jako komplex se váţí na DNA a regulují transkripci cílových genů (obr.1).  
 












Signální dráha TGF /aktivinů a BMP je ovlivňována pozitivně či negativně různými 
mechanismy. Pozitivní regulace zvětší signál na úroveň dostačující pro biologickou 
aktivitu;negativní proběhne na extracelulární, membránové, cytoplasmatické a jaderné úrovni. 
Poněvadţ TGF  je potenciální růstový inhibitor většiny typu buněk, regulace signalizace 
TGF můţe být spojována s postupem nádoru (zabránění přenosu signálu od TGF  vede 
k nádorům). Porucha signální dráhy je výsledkem mutace receptorů TGF  (typ I a II) nebo 
Smad proteinů (Smad2 a Smad4). 
Sledovali jsme působení potenciálních chemoterapeutik (inhibitorů MAP-kináz, 
histodeacetyláz a proteazomů) na sloţky signální dráhy TGF Změřili jsme se především na 
jeden z inhibitorů proteazomů bortezomib. Bortezomib (PS-341, VELCADE) je účinným 
inhibitorem proteazomů a klinicky je jiţ pouţíván u pacientů s mnohočetným myelomem 




















apoptózu u řady typů buněk. Námi pouţité linie lidských myeloidních leukemických buněk 
byly různě citlivé na účinek obou inhibitorů apoptózy jak v čase, tak i co do kvantity účinku.  
Akutní myeloidní leukémie (AML) a myelodysplastický syndrom (MDS) jsou onemocnění 
s velkou biologickou a klinickou heterogenitou [1]. Přestavby chromozomů byly nalezeny u 
přibliţně  55% dospělých pacientů s AML a asi u  30-50% pacientů s MDS. Cytogenetika 
stále představuje nejsilnější prognostický faktor u obou chorob a velmi důleţitým faktorem je 
i stáří pacienta. Mutace genů a změněná exprese genů také dovoluje stanovit prognózu u 
těchto onemocnění, zvláště u velké skupiny pacientů s normálním karyotypem [2-9].  
40% aţ 45% AML tvoří AML s normálním karyotypem, které nevykazují ţádné 
charakteristické morfologické změny. Prognóza pacientů s AML s normálním karyotypem je 
střední, v některrých případech i lepší a  5-tiletého přeţití bylo podle literatury dosaţeno asi  
ve 24 aţ 42% těchto případů [3,6,9]. Mutace transkripčního faktoru "CCAAT/enhancer-
binding protein" (C/EBP) alfa (CEBPA), které mají za výsledek buď dominantně negativní 
formy tohoto transkripčního faktoru nebo jeho nedostatek pro funkci v diferenciaci na 
monocyty a granulocyty, jsou spojeny s lepší neţ průměrnou prognózou. I kdyţ kompletní 
odpověď na chemoterapii se neliší, je zde méně relapsů a dosahuje se lepšího přeţití. 
Sekvenování velkého počtu vzorků, které jsme předpokládali, je velmi zdlouhavé, proto jsme 
plánovali v rámci této práce testování a zavedení nové metody mutačního skríninku – HRMA 
(high-resolution melting analysis). Samotné analýze genu CEBPA předcházelo testování 
metody nagenu MYH9. 
Vedle mutací genu CEBPA (příznivý prognostický faktor), patří mezi prognostické faktory 
důleţité pro léčebnou strategii také hladina mRNA pro transkripční faktor EVI1 (“Ecotropic 
Virus Integration Site 1"; zvýšená hladina EVI1 mRNA je nepříznivým prognostickým 
faktorem), stanovení hladiny mRNA pro ERG (“ETS-related gene”) a hladiny mRNA pro 
MN1 (“Meningioma 1“). U 30% aţ 40% AML s normálním karyotypem byly detekovány 
mutace FLT3. ITD mutace FLT3 aktivují oblast s tyrosinkinázovou aktivitou receptoru FLT3 
přes jeho dimerizaci a autofosforylaci  a FLT3 fosforyluje a inaktivuje C/EBPα [10]. FLT3-
ITD jsou velmi silným prognosticky nepříznivým faktorem. 
       Zvýšená exprese  genu ERG  patřícího do rodiny genu ETS (jedná se o homologní gen k 
onkogenu v-ets viru E26 způsobujícího ptačí erytroblastózu) je špatnou předpovědí pro léčbu 
pacienta s AML a s normálním karyotypem [11,12]. Samotný nález mutace v genu NPM1 a 
nesprávného umístění NPM1 do cytoplazmy nestačí pro prognózu a současný průkaz 
vnitřních tandemových duplikací (ITD) genu FLT3 nebo vysoké exprese genu ERG znamená 
horší prognózu a je tedy nutné vyšetření více prognostických znakù pro určení prognózy 
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pacienta s AML a s normálním karyotypem. Vysoká exprese genu ERG znamená horší přeţití 
pacientù s AML a s normálním karyotypem jen při nízké expresi genu BAALC , zatím co  při 
vysoké expresi genu BAALC není rozdíl v přeţití mezi současně vysokou či nízkou expresí 
genu ERG [13]. Vysoká exprese genu MN1 je také znakem horší prognózy a nevyskytuje se u 
pacientů s mutacemi genu NPM1. Celkové přeţití je u pacientù s AML a s vysokou expresí 
genu MN1 významně kratší neţ u pacientù s nízkou expresí genu MN1 (38,1% oproti 58,8% 
po 3 letech od diagnózy) [14].  
        Vysoká exprese genu EVI1, který je na chromozómu 3q26, je nezávislý špatný 




Myelodysplastický syndrom (MDS) je onkohematologické onemocnění řazené mezi klonální 
onemocnění kostní dřeně. podobně jako jiná nádorová onemocnění vzniká z pluripotentní 
hemopoetické kmenové buňky, v níţ došlo k mutaci v genech regulujících růst, diferenciaci a 
zánik buňky. zahrnuje tedy změny krvetrvorby, jejichţ společným jmenovatelem je porucha 
vyzrávání krevních elementů z kmenových buněk kostní dřeně [19]. U nemocných s MDS 
jsou tyto kmenové buňky poškozeny, akumulují se v kostní dřeni popř. mohou mít zkrácenou 
ţivotnost. Mohou tak rychleji zahynout v kostní dřeni ještě před uvolněním do oběhu, takţe 
ve dřeni je mnoho nezralých buněk (blastů) a v krevním oběhu je málo normálních, zralých 
krvinek (nízké počty krevních tělísek nazýváme cytopenie) [20]. Kromě nadměrného 
mnoţství blastů ve dřeni a nedostatku krvinek v oběhu, dalším typickým znakem MDS je 
porucha tvaru a funkčnosti krvinek- dysplazie. Zralé krvinky v krevním oběhu nemohou 
náleţitě pracovat vzhledem ke své deformaci. Přítomnost těchto změněných krvinek je 
zásadní pro diagnózu MDS. Klinický obraz onemocnění je do značné míry variabilní, coţ je 
dáno heterogenitou onemocnění. Častým projevem MDS je anémie vyţadující opakované 
krevní transfuze. Anémie je prakticky vţdy přítomna, ale můţe jít o bicytopenii nebo 
pancytopenii v periferii, tedy kromě anémie o trombocytopenii a neutropenii.  Anémie 
(chudokrevnost) je způsobena sníţením hladiny červeného krevního barviva (hemoglobinu), 
nebo můţe být také způsobena neefektivním transportem kyslíku dysplastickými (dospělými 
ale poškozenými) červenými krvinkami. U většiny pacientů s MDS se objeví neutropenie, 
tedy nízký počet neutrofilních leukocytů, jeţ jsou určeny k obraně proti bakteriím Sníţení 
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počtu a zhoršení funkce bílých krvinek (leukocytů), jejichţ hlavní úloha tkví v obraně 
organismu, se klinicky manifestuje opakovanými bakteriálními či virovými infekcemi, 
například zápalem plic či močovou infekcí. Většina pacientů s MDS má málo destiček, čili 
trombocytopenii. Sníţení počtu a zhoršení funkce krevních destiček se klinicky manifestuje 
zhoršenou krevní sráţlivostí. Krácivé projevy často postihují kůţi ve formě krevních podlitin, 
ale vyskytuje se i krvácení z pohlavních orgánů, gastrointestinálního traktu nebo velmi 
závaţné krvácení do mozku. Neschopnost kostní dřeně vytvářet zralé a zdravé buňky nastává 
postupně, a proto MDS nemusí končit smrtí. Někteří pacienti však podlehnou přímým 
následkům onemocnění: Sníţené počty červených krvinek popř. destiček mohou být 
doprovázeny ztrátou schopnosti bránit se infekcím a zastavovat krvácení [21]. MDS 
definujeme tedy jako syndrom charakterizovaný proměnnou periferní cytopenií a bohatou 
dysplastickou hemopoézou ve dřeni, tedy předčasným zánikem těchto buněk ve dřeni, neboli 
inefektivní hemopoézou [22]. Kromě toho se u zhruba třetiny pacientů během měsíců aţ let 
nemoc rozvine do akutní myeloidní leukémie (AML). Proto původní název MDS byl 
preleukemický syndrom. MDS má obvykle chronický průběh s postupným úbytkem krevních 
buněk. U pokročilých forem s přítomností blastů v obvodové krvi je průběh často rychlý, 
ústící v rozvinutou akutní leukémii. Detailní představa o příčinách a mechanismu vývinu 
onemocnění není v současnosti dosud vysvětlena i přes velké badatelské úsilí posledních 20 
let [23,24]. Vzhledem k nejasné patogeneze MDS je terapie nejednotná a je stálým 
předmětem hledání nových postupů. Postiţení MDS v rámci jedné rodiny, včetně sourozenců, 
je velmi vzácné. Dokladem příbuznosti s leukemiemi je přítomnost chromozomálních aberací 
podobných jako u akutních leukemií. Na rozdíl od akutních leukemií nebo jiných maligních 
chorob, u nichţ mají buňky dlouhou ţivotnost, neboli mají oddálenou nebo nekonečnou 
apoptózu, podléhají u MDS buňky naopak předčasné apoptóze [25]. Tato apoptóza byla 
pozorována u všech FAB kategorií MDS a bylo zjištěno, ţe je zprostředkována cytokiny, 
např. cytokiny signální dráhy TGFβ [26]. Cytogenetický nález chromozomálních aberací (aţ 
u 60 % nemocných) je velmi cenné pro potvrzení diagnózy MDS a nezbytné pro určení 
prognózy. Nejčastěji jsou postiţeny chromozomy 5,7,Y,8,20,21,11 a další v podobě delecí, 
trisomie nebo translokací [27,28]. Jedním z chromozomů, který je také sledován u pacientů 
s MDS, je 3q26. V tomto místě je umístěn gen kódující EVI1 a přestavby chromozomu 3q26 
bývají nalezeny právě u pacientů s MDS (a také s AML). Negativním prognostickým znakem 
u MDS je kromě chromozomálních aberací také zvýšená exprese EVI1 [16]. 
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Pro diagnózu MDS jsou tedy cenné 2 znaky: zvýšený počet monocytů v krvi a přítomnost 
věnečkových sideroblastů ve dřeni. Oba znaky se mohou vyskytovat ve všech podskupinách 
MDS [25].  
Nejednotnost klinického i laboratorního obrazu a fakt, ţe průběh tohoto onemocnění se můţe 
výrazně lišit u jednotlivých pacientů si vynutila dělení MDS na několik podskupin. V této 
studii jsme pouţívali dělení MDS podle francouzsko-americko-britského sytému (FAB), který 
byl vyvinut po roce 1980 a který popsal hlavní znaky MDS a utřídil MDS do 5 podskupin a 
doporučili také jeho název [29]. Poněkud odlišný klasifikační sytém pouţívá Světové 
zdravotnické organizace (WHO), který rozeznává šest typů MDS. A byl navrţen o mnoho let 
později [30]. Centrálním Kritériem FAB sytému bylo procento blastických buněk v kostní 
dřeni, přičemţ ve zdravé kostní dřeni jich je méně neţ 2%. Klasifikace FAB rozlišuje pět typů 
MDS. V této práci pouţíváme klasifikaci FAB. 
 
FAB−KLASIFIKACE:  WHO−KLASIFIKACE: 
• refrakterní anémie (RA)  – refrakterní anémie (RA) (dysplazie pouze červené 
řady) 
 – 5q minus syndrom 
– refrakterní cytopenie s multilineární dysplazií 
(RCMD) 
 
• refrakterní anémie s věneč-   refrakterní anémie s věnečkovými sideroblast(RARS) 
kovými sideroblasty (RARS)  (dysplazie pouze červené řady) 
 – refrakterní cytopenie s multilineární dysplazií 
 a věnečkovými sideroblasty (RCMD-RS) 
 
• refrakterní anémie s excesem  – refrakterní anémie s excesem blastů 
blastů (RAEB)  – RAEB-1 (low risk, 5–9 % blastů ve dřeni) 
(5–19 % blastů ve dřeni)  – RAEB-2 (high risk, 10–19 % blastů ve dřeni) 
 
• refrakterní anémie  – AML (RAEB-T uţ řazen jako AML) 
v transformaci do AML  – neklasifikovaný MDS (MDS-U) 
(RAEB-T) (20–29 % blastů ve dřeni) 
 
• chronická myelomonocytární  – (v rámci WHO klasifikace je CMML   
leukémie(CMML)     řazena do zvláštní skupiny smíšeného MDS/MPD,  
   tj. smíšených myelodysplastických a myeloprolifera- 
   tiv ních chorob). 
 
(pozn. refrakterní znamená nereagující na terapii, zde myšlena terapie ţelezem). 
 
Léčba MDS závisí na příznacích pacienta, stádiu onemocnění, rizikové kategorii, věku, 
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jiných problémech a dostupnosti vhodného dárce kostní dřeně. Ke standardní léčbě 
nemocných MDS patří zejména podpůrná léčba: prostřednictvím 1. transfuze červených 
krvinek či destiček (zmírňování příznaků anémie) a terapie cheláty ţeleza k odstranění 
nadbytku ţeleza, 2. transfuze krevních destiček proti thombocytopenii, a konečně 3. podávání 
antibiotik k potlačení trvajících nebo recidivních infekcí. Pacient tak po opakovaných 
transfúzích můţe mít zvýšené hladiny ţeleza v krvi a jiných tkáních, protoţe lidské tělo 
nedokáţe vyloučit nadbytečné ţelezo a to se pak akumuluje v některých orgánech (například 
v játrech a srdci). Proto je pacienti dostávající pravidelné transfúze podáván desferal 
(deferoxamine), který významně zpoţďuje toxické účinky ţeleza a brání selhání orgánů. 
Terapie novými léky proti chorobě MDS, které jsou zacíleny na jeden nebo více biologických 
faktorů způsobujících vznik myelodysplasie [21]. 
Pacienti, kteří mají vyšší pravděpodobnost, ţe se jejich MDS rozvine do AML mohou být 




Akutní myeloidní leukémie (AML) je nejrozšířenějším hematologickým maligním 
onemocněním u dospělých s výskytem asi 3 aţ 4 případy na 100 000 obyvatel. Jde o klonální 
onemocnění, geneticky heterogenní, charakterizované nekontrolovatelnou proliferací 
hematopoetických progenitorových buněk, spojené s akumulací genetických poruch 
v hematopoetických progenitorových buňkách, které ovlivňují jejich sebeobnovu, proliferaci a 
diferenciaci a aktivací antiapoptotických mechanismů. AML je rakovina myeloidní řady 
krvinek a je pro ni typické zastavení vyzrávání na úrovni blastů. 
U velké části pacientů lze AML určit cytogenetickou analýzou chromozómální změny 
důleţité pro pathogenezi onemocnění, odpověď na terapii a přeţití. Ačkoli AML je 
charakterizované rozdílnou cytogenetikou, cytogenetické vyšetření stále slouţí jako 
nejdůleţitější prognostický faktor u tohoto typu leukémie [31,32], neboť některé podtypy 
AML jsou spojen s typickými chromozómálními aberacemi (viz. tabulka podtypů AML). 
AML lze dělit podle mezinárodní francouzsko-americko-britské (FAB) nomenklatury, která 
vznikla v roce 1976 a jenţ rozlišuje různé typy AML podle druhu buňky, od kterého se 
leukémie vyvíjela a míry vyzrávání (tedy na základě morfologického a cytochemického 
vyšetření). Tento typ dělení AML je stále běţně pouţíván, ačkoli v roce 1997 byl předními 
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světovými odborníky navrţen nový systém klasifikace pod záštitou Světové zdravotnické 
organizace (WHO), který bere v úvahu i etiologické a prognostické faktory. 
 
FAB klasifikace AML: 
Dolní hranicí diagnózy AML je přítomnost nejméně 30% myeloblastů ze všech jaderných 
buněk v kostní dřeni. 
 M0 - akutní myeloblastická leukémie minimálně diferencovaná                             
(podtyp s minimální diferenciací do myeloidní řady, prokázanou 
imunofenotypizací nebo cytochemicky). 
 M1 - akutní myeloblastická leukémie bez vyzrávání                                              
(nemá známky vyzrávání a typická je přítomnost více neţ 90% myeloblastů  ze 
všech neerytroidních buněk v kostní dřeni a zralejší formy granulopoézy tvoří 
tedy méně neţ 10%. Nejméně 3% blastů jsou pozitivní na myeloperoxidázu). 
 M2 - akutní myeloblastická leukémie s vyzráváním (vyznačuje se více neţ 10% 
zralejších forem granulopoézy, tedy jde o vyzrávající podskupinu, často se 
vyskytuje přestavba t(8;21)(q22;q22) spojená s fuzním proteinem AML1-ETO 
(dnes označovaného RUNX1-RUNX1T1), další často se objevující translokace 
je t(6;9)). 
 M3 - akutní promyelocytární leukémie APL                                                         
(v kostní dřeni převaţují patologické promyelocyty, spojena s chromozómální 
přestavbou t(15;17)). 
 M4 - akutní monomyelocytární leukémie AMML                                                   
(vedle vyzrávání do granulocytární řady je prokazatelné vyzrávání na monocyty, 
někdy spojená s eozinofilií (M4Eo), inv(16)(p13q22), del(16q)). 
 M5a - akutní monoblastická leukémie                                                              
(převaţuje monocytární řada, která tvoří více neţ 80% neerytroidních dřeňových 
buněk, del (11q), t(9;11), t(11;19)). 
 M5b - akutní monocytární leukémie                                                                  
(převaţuje monocytární řada, která tvoří více neţ 80% neerytroidních dřeňových 
buněk, del (11q), t(9;11), t(11;19)). 
 M6a – erytroleukémie                                                                                                   
(je zastoupeno nejméně 50% elementů červené krevní řady ze všech jaderných 
buněk). 
 M6b - čistě erytroidní leukémie (velmi vzácná). 
 M7 - akutní leukémie                                                                                
(charakteristická proliferace megakaryoblastů ve výrazně fibrotické kostní dřeni, 
t(1;22)) 
 
WHO klasifikace AML:                                                                                                        
Kritériem je přítomnost nejméně 20% blastů v kostní dřeni. 
 AML s charaketristickýma genetickými abnormalitami, který zahrnuje AML s 
translokacema mezi chromozómem 8 a 21 [t (8; 21 )], inverze v chromozómu 16 [inv 
(16 )] a translokace mezi chromozómem 15 a 17 [t (15; 17 ) typický pro APL]. 
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Pacienti s AML v této kategorii obecně dosahují ve vysoké míře remise a mají lepší 
prognózu oproti jiným druhům AML. 
 AML s multilineární dysplasií. Tato kategorie zahrnuje pacienty, u nichţ se AML 
vyvinula z MDS nebo MPD. Tato kategorie AML se primárně vyskytuje u starších 
pacientů a je spojena s horší prognózou.  
 AML a MDS, sekundární. Tato kategorie zahrnuje pacienty, kteří měli předchozí 
chemoterapii a/nebo radiace a následovně se u nich vyvinula AML nebo MDS. 
 AML, které nespadají ani do jedné z výše uvedených kategorií.                                  
Akutní leukémie smíšeného typu. Tento typ nastane, kdyţ leukemické buňky 
nemohou být klasifikované pouze jako myeloidní nebo lymfoidní buňky nebo kde jsou 
přítomné oba druhy buněk. 
 
Kaţdý typ AML je spojen s jinou prognózou a odpovědí na terapii. Nejčastější je M2, M4 a 
M1. 
AML stejně jako MDS je onemocnění vzácně se vyskytující u dětí, střední věk pacientů s 
AML je 70.  
Okolo 40% pacientů s AML má normální karyotyp [33]. Prognóza jedinců s karyotypicky 
normálním AML je střední, procento přeţití během 5 let se pohybuje okolo 24-42%. 
V uplynulých letech byly zjištěny u AML mutace různých genů jako např.FLT3 [34,35], 
NPM1 [36-38], CEBPA [39,40], které jsou spojovány s výsledkem léčby u cytogeneticky 
normálních AML a slouţí jako základní informace pro stanovení rizika a zvolení léčby  [9]. 
Jako další prognostický faktor slouţí u pacientů s AML a normálním karotypem změněná 
exprese genů důleţitých v proliferci a diferenciaci - MN1 [14], BAALC [41], ERG [12]. and 
WT1  [42]. 
U určování typu AML je důleţité nejdříve vyloučit nebo stanovit, zda se nejedná o APL 
(AML M3), protoţe tento typ leukémie má jedinečnou formu léčby a také má nejvyšší 
léčitelnost. APL je téměř všeobecně zpracovaný lékem ATRA (all-trans-retinoic acid). Pro 
APL v relapsu byl schválen arzenik trioxid. Jako ATRA, arzenik trioxide nepracuje s jinými 
podtypy AML.  
U ostatních typů AML je chemoterapeutická léčba rozdělena do dvou fází: dosaţení remise a 
po dosaţení remise. Ve všech FAB podtypech (kromě M3) obvyklá počáteční léčba zahrnuje 
cytarabin (ara-C) a antracyklin (daunorubicin nebo idarubicin). Jakmile je dosaţeno 
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kompletní remise, je nutná terapie, aby se předešlo relapsu nemoci. Postremisní terapie můţe 
zahrnovat více intenzivní chemoterapii, známou jako konsolidace chemoterapie nebo 
transplantace kostní dřeně. Nicméně, i přes agresivní terapii, jen 20% - 30% pacientů 
dlouhodobě přeţívá. Pro pacienty s relapsem AML je transplantace kmenové buňky 
potenciálně léčivá terapie. V roce 2000, Mylotarg (gemtuzumab ozogamicin) byl schválen ve 
Spojených státech pro pacienty starší 60 roků s relapsem AML, kteří nejsou vhodní kandidáti 
pro vysocedávkovanou chemoterapii [43]. 
 
TGFβ 
Transformační růstový faktor β1 (TGFβ1) je multifunkční cytokin účastnící se mnoha 
biologických procesů včetně vývoje a růstu buňky, diferenciace, apoptózy, buněčné adhese, 
migrace, sloţení extracelulární matrix, angiogenese a imunitní odpovědi. Signální dráha 
TGFβ1 jde přes transmembránové receptory serinových/threoninových kinas a aktivaci Smad 
proteinů (R-Smad). R-Smady tvoří heteromerní komplexy se společným partnerem Smadem4 
a přemisťují se do jádra (obr.1). Jaderné komplexy se Smadem regulují expresi mnoha 
různých genů (např. receptor II TGFβ1 - TβRII, Smad7, aktivátor inhibitoru plasminogenu-1 - 
PAI-1, JunB, inhibitor cyklin-dependentních kinas - p15Ink4B, p21Waf1/Cip1 a p27Kip1, c-
myc, RhoA, Cdk2-aktivovaná fosfatasa - Cdc25A, IL6, inhibitor navázání/diferenciace DNA 
- Id1, transferrinový receptor 1 - TfR1, alternativní splicing formy SnoN - SnoA, SnoN) 
interakcí s různými transkripčními faktory a transkripčními koaktivátory a korepresory 
[44,45]. V buňkách savců existuje osm různých Smad proteinů. Smad 2 a Smad3 jsou 
aktivovány TGFβ a receptory aktivinu (TβRI (ALK5) a ActRIB (ALK4)), zatímco Smad1, 
Smad5 a Smad8 jsou aktivovány kostními morfogenetickými proteiny (BMP). V některých 
případech (endoteliální a hematopoetické buňky) ALK1 (activin receptor-like kinase 1) 
zprostředkuje signál TGFβ přes Smad1, Smad5 a Smad8 [46,47]. Jsou také známy inhibitory 
Smadů (Smad6 a Smad7), které sniţují signál superrodiny TGFβ [44,45]. V závislosti na 
buněčné linii TGF  můţe také aktivovat jiné signální dráhy, včetně drah mitogenem-
aktivované protein kinasy (MAPK), Rho-like GTPasy, fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K) a 
jiné kaskády Smad-dependentní nebo Smad-nezávislou cestou [48]. 
Inhibice buněčné proliferace je hlavní odpovědí TGFβ epiteliálních, endoteliálních, 
hematopoetických, neurálních a určitých typů mesenchymálních buněk. TGFβ 
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zprostředkované zastavení růstu zahrnuje určité mechanismy jako sníţení regulace c-myc 
[49], Cdc25A [50] a zvýšení regulace inhibitorů cyklin-dependentních kinas p15Ink4B, 
p21Waf1/Cip1 a p27Kip1 [51-53]. Porucha v signální dráze TGFβ, ať inaktivací komponent 
mutací nebo sníţením jejich exprese, hraje důleţitou roli ve vývoji rakoviny. Mnoho 
komponent signální dráhy TGFβ (TβRII, TβRI, Smad4, Smad2) působí jako tumorové 
supresory v brzkém stadiu vývoje nádoru [54]. TGf-β můţe také působit jako onkogen a to v 
pozdním stádiu vývoje nádoru a metastází [54-57]. 
Úloha TGFβ v leukemogenezi není plně objasněna [58,59]. Samotná porucha v signální dráze 
TGF  není dostačující pro rozvoj leukémie. TβRI knockautované myši a Smad3-null myši 
nevykazují ţádné známky leukémie [59-61] a mutace ve sloţkách signální dráhy TGFβ se 
vyskytují vzácně v hematopoetických nádorech [60,61]. Nicméně signální dráha TGFβ můţe 
být blokována interakcí R-Smadu s mutovaný mi proteiny. Například fúzní proteiny 
AML1/ETO, AML1/EVI1 a AML1/MDS1/EVI1 vznikající u myeloidní leukémie translokací 
chromozómů t(8;21) a t(3;21) se slučují se Smadem3 a potlačují jeho činnost v signální dráze 
TGFβ [62-64]. Onkoproteiny EVI1, E1A, Tax, Ski a SnoN interagují také se Smadem3 a tím 
potlačují aktivitu jeho transkripčního faktoru a signalizaci TGFβ [59]. Ztráta odpovědi na 
TGFβ můţe být druhý kritický krok ve vývoji leukémie. 
 
EVI1 
EVI1 (ecotropic viral integration site 1) je transkripční faktor kódovaný velmi konzervativním 
genem (je umístěn na ch3 (3q26.2). K expresi EVI1 nedochází v normálních 
hematopoetických buňkách. Zvýšená exprese EVI1 je způsobena přestavbami chromozómu 
nebo nenormální aktivací odpovídajícího genu. Overexprese EVI1 byla nalezena u pacientů s 
MDS a AML v blastické krizi. 
Transkripční faktor EVI1 (“ecotropic viral integration site 1“)  je kódován genem, který je 
velmi konzervativní v evoluci (více neţ 90% homologie v nukleotidové i aminokyselinové 
sekvenci mezi myší a člověkem) [65]. Gen EVI1 byl původně objeven jako společná sekvence 
DNA pro integraci retrovirů u  myších myeloidních nádorů [66]. EVI1 nebyl prokázán 
v normálních hematopoetických buňkách [67].  Exprese genu EVI1 v hematopoetických 
buňkách je spojena se vznikem agresivní formy MDS nebo AML, kdyţ gen EVI1 je aktivován 
po přestavbě chromozomu 3q26.2 [16]. Exprese genu EVI1 můţe být také spojena 
12 
 
s deregulací promotoru genu EVI1  bez přestavby chromozomu 3q26.2 [68]. Vysoká hladina 
EVI1 mRNA (včetně mRNA pro všech pět sestřihových variant a pro fuzní protein MDS1-
EVI1) je velmi nepříznivým prognostickým znakem  u pacientů s MDS a AML [69].  Tito 
pacienti s MDS mají zvýšený počet destiček, významnou hyperplazii s dysplazií 
megakaryocytů a  anemii [16,69,17]. 
        Zatím bylo popsáno několik cílových genů působení EVI1 (GATA2, GATA3, Gadd45g, 
SnoN) [70]. Tyto cílové geny působení EVI1 by mohly hrát úlohu v transformaci buněk 
účinkem EVI1. EVI-1 chrání buňky před stresem-indukovanou apoptózou [71].  
Mechanizmus spočívá v inhibici  c-Jun N-koncové kinázy (JNK), která náleţí do větší rodiny 
mitogeny aktivovaných protein kináz (MAPK). Popsané účinky EVI-1 (zvýšení exprese 
endogenního c-Jun a c-Fos a inhibice JNK) závisí na přítomnosti oblastí motivů zinkových 
prstů v molekule EVI-1, které umoţňují specifické protein-protein interakce [71,72]. Jednou 
z nich je interakce mezi EVI-1 a několika histondeacetylázami, která způsobí kondenzaci 
chromatinu a tím inhibici transkripce cílových genů působení EVI-1 [73]. Interakcí EVI-1 
s dalším represorem transkripce, proteinem CtBP (”C-terminal binding protein“), se zvýší 
účinnost EVI1 jako inhibitoru transkripce cílových genů působení EVI-1 [74].  EVI1 také 
interaguje s proteinem BRG1 (“brahma related gene 1“), členem  komplexu remodelujícího 
chromatin SWI/SNF a regulátorem proteinu retinoblastomu (pRB), nádorového  supresoru, 
který reguluje blok buněčného cyklu (přechod buněk z fáze G1 do fáze S). Inhibiční vliv pRb 
na růst buněk je závislý na regulaci rodiny transkripčních faktorů E2F. Aktivita E2F je 
nezbytná pro expresi genů zahrnutých v přechodu buněk z fáze G1 do fáze S buněčného cyklu 
a pro replikaci DNA. Interakce EVI1 s proteinem BRG1 aktivuje promotor genu E2F1 a tím 
způsobí rychlejší půběh buněčného cyklu [75]. 
 
ERG 
ERG (název odvozen z homologu onkogenu V-ETS viru E26 způsobujícího erytroblastózu u 
ptáků) mimojiné řídí transkripci genů zahrnutých v homeostáze. Zvýšená exprese tohoto genu 
v mononukleárních buňkách pacientů s AML má nepříznivý vliv na průběh tohoto 
onemocnění - pacienti dosahují v menší míře celkové remise a přeţívají kratší dobu.  
ERG je gen odvozený z v-ets onkogenu ptačího retroviru E26, způsobujícího ptačí akutní 
leukemii, erytroblastozu a v menší míře myeloblastozu u kuřat [76]. Transkripční faktor ERG 
reguluje angiogenezu a apoptózu endotheliálních buněk [83]. Do rodiny transkripčních 
faktorů ETS patří přibliţně 30 členů obsahujících konzervativní DNA-.vazebnou oblast (ETS 
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oblast) [77,78]. Exprese ERG probíhá v endoteliálních buňkách, megakaryocytech a 
chondrocytech. ERG řídí transkripci genů zahrnutých v homeostáze, diferenciaci a 
angiogeneze endoteliálních buněk jako jsou eNOS, HO-1 a ICAM-2 [79,80]. Gen ERG byl 
mapován na chromozomu 21q22. Zvýšená exprese tohoto genu je nepříznivým 
prognostickým faktorem nejen u AML s komplexními karyotypy, ale také u AML s normální 
cytogenetikou [11,12]. Zvýšená exprese genu ERG má negativní vliv na průběh onemocnění i 
u dalších malignit (akutní lymfoblastická leukémie T buněk [81], karcinom prostaty [82]). 
 
MN1 
MN1 (meningioma 1) je transkripční koaktivátor umístěný na ch22, kódovaný u obratlovců 
velmi konzervativním genem. Zvýšená exprese MN1 především u AML s normálním 
karyotypem je spojena s horší prognózou, kratší dobou přeţití po relapsu, celkovou kratší 
dobou přeţití. 
Meningioma kandidátní nádorový supresorový gen MN1 na chromozomu 22 kóduje 
konzervativní jaderný protein o velikosti 150kD, který učinkuje jako transkripční koaktivátor 
a zdá se, ţe se neváţe přímo na DNA. MN1 se účastní translokace chromozomů t 
(12;22)(p13;q12), kdy první exon MN1 je fúzován k TEL, členu rodiny transkripčních faktorů 
TEL. MN1 však není spojen s AML jen touto translokací, ale k jeho zvýšené expresi dochází  
u  inv(16))(p13;q22) AML, AML se zvýšenou expresí EVI1 a u některých AML dospělých 
s normálním karyotypem. U AML s normálním karyotypem je zvýšená exprese MN1 
nepříznivým prognostickým faktorem s kratším přeţitím [14,83-85]. 
 
CEBPA 
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) je transkripční faktor, jenţ hraje 
významnou roli v diferenciaci myeloidních buněk. Mutace tohoto genu jsou spojeny s lepší 
prognózou - je zde méně relapsů a dosahuje se lepšího přeţití. 
CEBPA je členem rodiny transkripčních faktorů, obsahujících leucinový zip [86]. Tyto 
tanskripční faktory se skládají z  N-terminální transaktivační domény, DNA vázající základní 
domény an C-terminální dimerizační oblasti bohaté na leucin (obr.2). CEBPA je kódován 
genem bez intronů, který byl mapován na chromozomu 19q13.1, a obsahuje 358 
aminokyselinových zbytků (42 kDa). Protein C/EBPα obsahuje tři transaktivační oblasti (TE-
I, TE-II a TE-III), oblast pro vazbu CEBPA k DNA označenou BR (“basic region“) a oblast 
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leucinového zipu pro homodimerizaci a heterodimerizaci C/EBPα s dalšími C/EBP a jinými 
proteiny.  Oblast BR rozpoznává přednostně sekvenci DNA 5´-ATTGCGCAAT-3´.  CEBPA 
je inhibitorem proliferace a podporuje diferenciaci hemopoetických buněk na granulocyty. 
Existuje více mechanizmů inhibice proliferace pomocí CEBPA.  Zahrnují stabilizaci 
inhibitoru  na cyklinu závislé kinázy cdk2 (p21
WAF1/CIP1
), regulaci komplexu pRb-E2F, 
interakci s volným transkripčním faktorem E2F, inhibici exprese genu pro c-myc (cílového 
genu E2F), inhibici aktivity cdk2 a cdk4 a interakci s komplexy remodelujícími chromatin. 
CEBPA koordinuje diferenciaci buněk s inhibicí  buněčného cyklu a tím proliferace buněk. 
CEBPA stabilizuje inhibitor na cyklinu závislé kinázy 2 (cdk2), p21/WAF1/CIP1 a interaguje 
s transkripčním faktorem E2F a inhibuje přechod buněk z G1 fáze do S fáze buněčného cyklu. 
CEBPA také inhibuje expresi cílového genu transkripčního faktoru E2F, kterým je c-myc a to 
vede opět k inhibici proliferace buněk. 
Mutace transkripčního faktoru CEBPA mají za výsledek buď dominantně negativní formy 
tohoto transkripčního faktoru nebo jeho nedostatek pro funkci v diferenciaci na monocyty a 
granulocyty a jsou spojeny s lepší neţ průměrnou prognózou. I kdyţ kompletní odpověď na 
chemoterapii se neliší, je zde méně relapsů a dosahuje se lepšího přeţití. 
40% aţ 45% AML tvoří AML s normálním karyotypem, které nevykazují ţádné 
charakteristické morfologické změny. Prognóza pacientů s AML s normálním karyotypem je 
střední, v některých případech i lepší a 5-tiletého přeţití bylo podle literatury dosaţeno asi  ve 
24 aţ 42% těchto případů [3,6,9]. 
 




Čísla nad schématem označují pořadí aminokyselin, čísla pod schématem pořadí nukleotidů (podle GenBank 
Accession No.NM_004364.2). Převzato z [86]. 
 
MYH9 
Lidský gen MYH9 („myosin heavy chain 9“) je lokalizován na chromosomu 22q11.2 [87], 
sestává ze 40 exonů a kóduje těţký řetězec nesvalového myosinu IIA (NMHC-IIA), který je 
součástí hexamerního enzymatického komplexu účastnícího se vazby aktinu [88] Mutace 
v tomto genu způsobují onemocnění souhrně nazývaná „MYH9 onemocnění“, která 
charakterizují velké destičky, trombocytopenie a kombinace granulocytárních inkluzí, 
hluchoty, zákalů a selhání ledvin. Termín „MYH9 onemocnění“ označuje skupinu 
autosomálně dominantních onemocnění, známých jako May-Hegglinova anomálie, 
Sebastianův, Fechtnerův a Epsteinův syndrom [89]. V současnosti můţeme, z hlediska 
molekulární patogeneze, označit uvedená onemocnění za různé klinické projevy jednoho 
onemocnění. Existují tři rozdílné isoformy nesvalového myosinu: MYH9 (NMHC-IIA), 
MYH10 (NMHC-IIB) a MYH14 (NMHC-IIC). Krevní destičky produkují jen NMHC-IIA 
protein [90]. Nemoci související s MYH9 jsou diagnostikovány přítomností mutací uvnitř 




Cílem práce je nalézt účinné látky, které ovlivní signální dráhu transformačního růstového 
faktoru beta (TGFβ) takovým způsobem, aby byla inhibována leukemogeneze. TGFβ je 
účinným endogenním negativním regulátorem hematopoézy. TGFβ se podílí na tom, ţe 
primitivní hematopoetické buňky jsou v klidové fázi a neprochází buněčným cyklem. 
Hematopoetické kmenové buňky mohou při defektech funkce jednotlivých přenašečů signálu 
TGFβ uniknout regulaci a to můţe hrát úlohu v leukemogenezi. Signální dráha TGFβ je 
zprostředkována receptory II. a I. typu, transkripčními faktory (proteiny Smad a MAP-
kinázami). Úkolem je zjistit, do jaké míry se Smad proteiny či MAP-kinázy podílejí na 
přenosu signálu TGF  u normálních hematopoetických buněk, preleukémie (MDS) a AML. 
Pro tento výzkum jsme pouţili specifické inhibitory MAP-kináz (PD98059, UO126, 
SB203580 aj.).Tato nebo účinkem podobná činidla by mohla v budoucnu najít pouţití 
v terapii. Zároveň byl zkoumán vliv inhibitorů histondeacetyláz (HDAI) a proteazomů na 
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signální dráhu TGFβ. Počáteční pokusy byly provedeny na liniích leukemických buněk. 
Exprese genů pro receptory TGFβ, proteiny Smad a cílové proteiny signální dráhy TGFβ byly 
analyzovány semikvantitativní RT-PCR a kvantitativní qPCR, u vybraných genů na úrovni 
proteinu western blotem. 
Hlavní otázky které byly studovány, lze formulovat do následujících bodů: přispět k objasnění 
role TGF  v buňkách izolovaných z kostní dřeně nebo periferního oběhového systému 
pacientů s AML (akutní myeloidní leukémie) a MDS (myelodysplastický syndrom), 
analyzovat TGF  jako potenciální nádorový supresor na základě analýzy výskytu mutací 
signální dráhy TGF  v leukemických a MDS buňkách, studium nových experimentálních 
terapií na základě získaných poznatků 
Následovaly pokusy na DNA a cDNA získaných od pacienů s MDS a AML. V rámci analýzy 
prognostických faktorů u AML s normální cytogenetikou (karyotypem) a v případě exprese 
EVI1 i u MDS bylo cílem projektu  zpřesnit prognózu pacientů a dodat část podkladů pro 
volbu terapie u MDS a AML. Transplantace kmenových buněk kostní dřeně je velmi 
nákladná a je spojena s komplikacemi jako jsou infekce a reakce štěpu proti hostiteli. Proto u 
případů AML s příznivou prognózou, kam patří vedle AML s chromozomálními 
translokacemi t(8;21), inv (16) a t(16;16) i případy AML s normálním karyotypem a 
mutacemi NPM1 v nepřítomnosti FLT3-ITD, nákladná a riziková  transplantace kostní dřeně 
jiţ nepřináší další zlepšení přeţití oproti uţívané chemoterapii [9]. 
Vedle cytogenetiky, která je důleţitým prognostickým faktorem, mutace specifických genů a 
změněná exprese určitých genů také dovoluje stanovit prognózu u akutní myeloidní leukémie 
(AML) a myelodysplastického syndromu (MDS). Zejména pro AML s normálním 
karyotypem  (40-45% případů AML) bude významná naše analýza důleţitých prognostických 
faktorů: mutace transkripčního faktoru CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) alfa  
(CEBPA),  spojené s lepší neţ průměrnou prognózou a zvýšená exprese genů ERG ( “ETS-
related gene”), MN1 (“Meningioma 1“) a EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1”), které 
jsou naopak spojené se špatnou předpovědí pro léčbu pacientů s AML a v případě zvýšené 
hladiny EVI1 mRNA i se špatnou předpovědí pro léčbu u pacientů s MDS. Výchozím 
materiálem byly mononukleární buňky získané z kostní dřeně nebo periferní krve pacientů s 
AML a MDS a také zdravých lidí odpovídajícího stáří (kontroly). 
Stanovili jsme sekvenací DNA a cDNA mutace transkripčního faktoru CCAAT/enhancer-
binding protein (C/EBP) alfa  (CEBPA) spojené s lepší neţ průměrnou prognózou pro 
pacienty s AML s normálním karyotypem a pomocí kvantitativní PCR expresi genů ERG, 
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MN1 a EVI1, jejichţ zvýšená exprese je naopak spojena se špatnou předpovědí pro léčbu 
pacientů s AML s normálním karyotypem a v případě zvýšené hladiny EVI1 mRNA i se 
špatnou předpovědí pro léčbu u pacientů s MDS. Při sekvenování genu CEBPA jsme chtěli 
vyuţít mutačního preskríninku přístrojem light scanner zaloţeném na rozdílnosti křivek tání 
PCR produktů s mutací a bez mutace (kontrola) – metoda high-resolution melting analysis 
(HRMA). 
Naší analýzou mutací CEBPA a studiem exprese genů ERG, MN1 a EVI1 na úrovni hladiny 
odpovídajících mRNA pomocí kvantitativní PCR chceme přispět k přesnějšímu stanovení 
prognózy pacientů s AML a MDS a následně i k efektivnější terapii. 
 
MATERIÁL, METODY 
Izolace RNA a DNA 
Celková RNA byla izolována z mononukleárních buněk buněčné linie nebo vzorku pacienta 
(periferní krev nebo kostní dřeň) na gadientu Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden), poté pomocí RNA-BeeTM-RNA isolation reagent (TEL-
TEST Inc., Friendswood, Texas USA) podle návodu výrobce. Koncentrace a čistota RNA 
byla určena spektrofotometricky poměrem absorbancí A260/A280. Pro získání DNA byly 
buňky lyzovány 10mM Tris ph9,0, 50mM KCl, 0,1% Nonidet P-40. K 200ul lyzátu byly 
přidány 4ul proteinasy K (20 mg/ml, Sigma-Aldrich, Praha, ČR). Lyzát byl inkubován při 
37°C přes noc a proteinasa K byla inaktivována zahřátím vzorku na 90°C po 10 min..  
RT-PCR 
Komplementární DNA (cDNA) PCR templát byl získán z celkové RNA buněk buněčné linie 
nebo vzorku pacienta (periferní krev nebo kostní dřeň) ošetřené DNasouI (2 g na reakci) za 
pouţití oligo (dT)18 primeru a kitu SuperscriptTMII RnaseH-reverse transcriptase (Invitrogen 









inhibitory proteinkinázy aktivované mitogeny (MAPK) - typ MEK ½ - UO126, PD98059 - 
Calbiochem 
 - typ p38 – SB203580 - Calbiochem 
negativní kontrola pro studium inhibice MAPK – SB202474 - Calbiochem 
inhibitory histondeacetyláz (HDAI) – HDAI1 (MS-275), HDAI2 (CBHA), HDAI3 (amidový 
analog trichostatinu A), apicidin, butyrát sodný - 
Calbiochem 
inhbitory proteazomů – inhibitory proteazomů 1 a 2 na bázi peptidů, laktacystin, MG132 – 
Calbiochem 
 bortezomib – získán od doc.MUDr.I.Špičky z I.interní kliniky VFN     
                                                                                                                                    UK, Praha 
 
Real time PCR 
Real time PCR byla pouţita pro kvantifikaci hladin mRNA vybraných genů. Reakce byla 
provedena v 0,2 ml tenkostěných mikrozkumavkách (ABgenes, Surrey, Velká Británie). 
Reakční směs obsahovala 12,5 ul SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (kit od firmy 
Sigma-Aldrich, Praha, ČR), 0,25 ul Internal reference Dye (tentýţ kit), 6,25 ul destilované 
vody a 1 ul  cDNA. Amplifikace byla provedena podle návodu výrobce na přístroji 
RotorGene 3000 (Corbett Research, Australia): 95°C 120 sec, 30-40 cyklů: 95°C 30 sec, 60°C 
60 sec, 72°C 30 sec; 72°C 120 sec, chlazení na 7°C. Exprese genů byla vztaţena na hodnoty 
exprese glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenázy (GAPDH) jako kontrolního genu. U vzorků 
bunečné linie byly hodnoty porovnány s kontrolním vzorkem buněk inkubovaných bez 
přídavku činidel. 
 
Tab.1 Primery pouţité pro RT-PCR a real-time PCR 
     Genbank             Gen                      Sense (5´→3´)                               Anti-sense (5´→3´)                        Metoda         Teplota     Velikost  
     Accession                                                                                                                                                                                             produktu   
     No.                                                                                                                                                                                         (°C)              (bp) 
 
     BC023632     GAPDH         CATGGAGAAGGCTGGGGCTC         TGGACTGTGGTCATGAGTCCTTCC             RT-PCR +          61      225 
     real-time PCR 
 BT007386       Smad1          CAGGAGGCAGGTAAGCAGGTGG         GTGGTAGGGATTGATGCAGAC RT-PCR             60   333 
 BC014840       Smad2           ATCCTAACAGAACTTCCGCC                 CTCAGCAAAAACTTCCCCAC RT-PCR             60          488 * 
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 NM005902      Smad3           AGAAGACGGGGCAGCTGGAXC            GACATCGGXATTCGGGGATAG                  RT-PCR             60          510 * 
 NM005359      Smad4           GCATCGACAGAGACATACAG               CAACAGTAACAATAGGGCAG                     RT-PCR            60         483 * 
 NM005903      Smad5           CGACAATTGAAAACACTAGGCG         TATCTGTTTTCAATGTAAGCTC                  RT-PCR             60         534 
 AF015261       Smad7            GCCTCGGACAGCTCAATTCG                 GTCCACGGCTGCTGCATAAAC real-time PCR    60          283 
 BC042637      ALK1           CAGACCCGGTCCTCTCA                         GCAGAAAGGAATCAGGTGCT              real-time PCR     63         168 
 NM004612     T RI (ALK5)  CAATTAAAAACTTCCCAGGAT            GCATGAATTATGTTCCTCACT                 RT-PCR              53          429 
 NM003242     T RII             AGCAACTGCAGCATCACCTC                 TGATGTCTGAGAAGATGTCC                        RT-PCR             58         687 * 
 X77956            Id1 GCAAGACAGCGAGCGGTG                    GCTGATCTCGCCGTTGAGG                    RT-PCR             58         344 
 BC009466       JunB              AAGGAGGAACCGCAGACCG                  GAAGGCGTGTCCCTTGACC                         RT-PCR             58          324 
 NM000389      p21Waf1/Cip1      GGGATGAGTTGGGAGGAGG                 GACACACAAACTGAGACTAAGGC           real-time PCR     55          327 
 AF247551       p27Kip1            ATGTCAAACGTGCGAGTGTC                 CGCTGACATCCTGGCTCTC                    real-time PCR      65          331 
 BC018642       cdc25A          CGGTATGTGAGAGAGAGAGATCG        CAGGGACAGAAGAGGCGTAG                      RT-PCR              55         449 
 AY500353      VEGF             ATGAACTTTCTGCTGTCTTGGG              GGTGATGTTGGACTCCTCAGTG             real-time PCR   55        309 
 NM001664      RhoA             AGGACCAGTTCCCAGAGGTG               GCTCCTGCTTCATCTTGGC                    real-time PCR   55          333 
 X04744             PAI-1            TGCTGGTGAATGCCCTCTAC                 TCATGTTGCCTTTCCAGTGG                      real-time PCR     55         309 
 BC015511        IL6                GATGGCTGAAAAAGATGGATGC          GAAGAGCCCTCAGGCTGGAC               real-time PCR     58          347 
 X15217            SnoA             GCATTCTCACAGATCACCTGAC            ACTGCAAAGCACTTTATGGC                       real-time PCR     53          354 
 X15219            SnoN             AATGGGATGGGAGATGATGG               TGAGGTGATGGAAGAGGCAG                     real-time PCR      65         329 
 V00568            c-myc            GGAACGAGCTAAAACGGAGC               CTCAAGACTCAGCCAAGGTTG                    real-time PCR     55          333 
 BC001188        TfR1             TGGCTGTATTCTGCTCGTGG                  AATGTCCCAAACGTCACCAG                  real-time PCR     56         348 
 
Primery byly navrţeny laboratoří Ing.Oty Fuchse za pouţití programu the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, USA, Maryland). 
Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
* Primery převzaté z [91]. 
 
Tab.2 Primery pro amplifikaci a sekvenování T RI 
       Gen                    Sense (5´→3´)                                          Anti-sense (5´→3´)                            Teplota                            Velikost  
                                                                                                                                                                 (°C)                                produktu (bp) 
 
 T RIex1 GAGGCGAGGTTTGCTGGGGTGAGGCA CATGTTTGAGAAAGAGCAGGAGCGAG                     60 256  * 
 T RIex2 AAAAATCTCAAGGTTAACAG ATGAAGAGTTTTTCTTGTAG 56 261 
 T RIex3 AATAAACATCAACAACGACA AGCCACAGTCATATATACATC 56 324 
 T RIex4 CTCAACACAATCAACAATAT CTGTAAAGACTTAAAGAGAT 56 253 
 T RIex6 AATACCAATCACAACTCACA TATGAAAGAGAAGGGAAAAA 56                                200 
 T RIex7 TATTTGGATGAACCTCCTTT CAACTTCTGCTCATGACAAA 56 161 
 T RIex8 AGTAGGTATGTGGAACAGAG AATTGCCTAATATCAAAAAG 56 203 
 T RIex9       TCCACCTGCTTTCCAGCAC                         CCACATGGCTGTTTCCTGG                                 60                                509 
 
* templáty s oblastí bohatou na CG  
Primery byly navrţeny laboratoří Ing.Oty Fuchse za pouţití programu  the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, USA, Maryland). 
Genbank acceession number  AY497473, Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
 
Tab.3 Primery pro amplifikaci a sekvenování T RII 
       Gen                   Sense (5´→3´)                                          Anti-sense (5´→3´)                              Teplota                            Velikost  
                                                                                                                                                                  (°C)                               produktu (bp) 
 
 T RIIex1 TCGGTCTATGACGAGCAG GGGACCCCAGGAAGACC 65 178 
 T RIIex2 GACATCAAGTTCATTTGAAATTGC GGAGACAGAGATACACTGACTGTG 65                              361 
 T RIIex4 CCAACTCCTTCTCTCCTTGTTTTG TCCAAGAGGCATACTCCTCATAGG 65                               444 
 T RIIex5 GCTGGAATTAAATGATGGGC GAATAATGCTCGAAGCAACACATG 65                              263 
 T RIIex6 CCACTCCTTCCTTCTTATCTTAGC CCTAAGAGGCAACTTGGTTGAATC 65                              357 
 T RIIex7 GCAGGCACTCAGTCAGCAC CTCTGTTCTTTGGTGAGAGG 65 385                                                                                                                                     
 
Primery byly navrţeny laboratoří Ing.Oty Fuchse za pouţití programu the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, USA, Maryland). 
Genbank acceession number  AY675319, Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
Tab.4 Primery pro amplifikaci a sekvenování Smad2 
       Gen                    Sense (5´→3´)                                          Anti-sense (5´→3´)                             Teplota                            Velikost  
                                                                                                                                                                  (°C)                               produktu (bp) 
 
 Smad2ex1 TCCCCTCTCTTCCCCTACCC CAGGCTTTACCTGCAAGGTG 52                             207 
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 Smad2ex2 GGTAGTCTCTACATCATCCT                            GGCAACTTGAAAGGAACACA 57                                413 
 Smad2ex3 AGTAACCAGCACTACATGCCTGTG CTTTCAAAATATACCCCCCTCCC 65                                309 
 Smad2ex5 GTAGGTGGACCCTAGCTTT TTAGGAGATTCAGAAGGCAA 57                                283 
 Smad2ex6 GGTAGCTGAGAGAAAAGGTAGTG                  TTGGTATGCGTCTCAACTTC 57                                255 
 Smad2ex7         GCCAAAACTGTTGCACCTT                              GTGCCAGCAGAAAAGACTT                                            57                                           478 
 Smad2ex8          CCAGTGCAGGCTGGCATAGAG                       GATGTGGCACACCATGCAATG                                       65                                432 
 Smad2ex9-10     GCTTCCAAAGTCACACTGA                              ATTTGGAGGCCTCCAACTT                                             57                                675 
 Smad2ex11        GCAGTGTACCTAAACATA AACTTTTGGATAGTAAAC 51                                301                                                                                                                               
 
Primery byly navrţeny laboratoří Ing.Oty Fuchse za pouţití programu the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, USA, Maryland). 
Genbank acceession number  AC120349, Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
Tab.5 Primery pro amplifikaci a sekvenování Smad4 
       Gen                    Sense (5´→3´)                                          Anti-sense (5´→3´)                             Teplota                            Velikost  
                                                                                                                                                                  (°C)                               produktu (bp)  
 
 Smad4ex1 GCATTGAATCTCTGACTTAACCAG CAGTATCTGAAGAGATGGAGCAC 60                                599 
 Smad4ex2 CTGAGTTGGTAGGATTGTGAGG                        CTACAATACTCGGTTTTAGCAGTC 60                                470 
 Smad4ex3 GTTAGATAGCGTTTATGCTACTTCTG CAGAGAGGATAGGACAAAACAAAG 60                                230 
 Smad4ex4 GCTGTTACCGCTGAATAAATG                           CCCAAGTGACTACACATAAATAAGC 60                             482 
 Smad4ex5-6       CCATGTTAATGTCTTCTTGTTCC CTGAATACTACGCTGAGGGAAAC 60                                737 
 Smad4ex7 GCACTTGGCAGATAGCACTG                             CTGTGTTTGTGCGTTTCAATC 60                                347 
 Smad4ex8          GGAAAAACTGTGTTGTGGAGTG                       CACCGACAATTAAGATGGAGTG                                   60                                           437 
 Smad4ex9           GCTATCTTTTGGTTTTATGTGATC                     CATTCCTTCCACCCAGATTTC                                         60                                377 
 Smad4ex10        AGGCATTGGTTTTTAATGTATG                        CAACTAATCAAAGAAACTCGTC                                    58                                323 * 
 Smad4ex11        CCAAAAGTGTGCAGCTTGTTG GACCTCAGTCTAAAGGTTGTGGG 60                                399                                                                                                                                      
 
Primery byly navrţeny laboratoří Ing.Oty Fuchse za pouţití programu the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, USA, Maryland). 
Genbank acceession number  AC091551, Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
* Primery převzaté z [92] 
 
Buněčné linie 
Lidská buněčná linie akutní myelomonocytární leukémie (AMML) ML2 byla získána od Dr. 
J. Minowady (Fujisaki Cell Center, Okayama, Japonsko). Jedná se o linii časných 
myeloblastů ustanovenou z kostní dřeně 26-ti letého muţe s AML M4 [93]. 
Lidská buněčná linie ML1 byla rovněţ ustavena z lidské myelogenní leukemie v laboratoři 
Dr. J. Minowady (Fujisaki Cell Center, Okayama, Japonsko), od kterého byla získána přes 
doc.Dr. Stöckbauera z ÚHKT [94]. 
Lidská buněčná linie CTV1 byla ustavena z periferní krve pacienta s akutní monoblasickou 
lukémií v relapsu [95] a byla zakoupena v DSMZ (německá banka mikroorganismů a 
bunečných kultur). Profil membránových znaků ukazuje, ţe jde o buňky monocytoidního 




Lidská buněčná linie Kasumi1 byla ustavena v roce 1991 a  obsahuje translokaci 
t(8;21)(q22;q22), jenţ dává vzniknout  fuznímu proteinu AML1/ETO (dnes 
RUNX1/RUNX1T1) a mutaci Asn822Lys v tyrosinkinázové oblasti Kit faktoru. Tato linie 
slouţí jako model pro AML s t(8;21) a tím pro studium vlivu fuzního onkogenu 
RUNX1/RUNX1T1 na diferenciaci myeloidních buněk [97,98]. Linii jsme získali 
z pracoviště laboratorního centra kliniky dětské hematologie a onkologie UK 2.LF, vedené 
prof. MUDr. Janem Trkou, PhD v Motole. 
Buňky byly pěstovány při koncentraci 0,4-1,0 x 10
6 
buněk/ml v RPMI 1640 médiu s 10% 
fetálního hovězího séra (FTS) ve zvlhčené atmosféře obsahující 5% CO2 při teplotě 37°C. 
Ţivotnost buněk byla sledována pomocí barvení eosinem. Nízká koncentrace aktivního 
TGFβ1 (15 pg/ml) je přítomna ve 100% FTS [99]. Buňky byly pěstovány v médiu s 10% 
FTS, které obsahovalo jenom 1,5 pg aktivního TGFβ1. Tedy na buňky působil pouze přidaný 
TGFβ1. 
  
Proliferace sledovaná inkorporací [6-
3
H] thymidinu do buněk ML2 
 Inkorporace [6-
3
H]thymidinu byla pouţita ke sledování syntézy DNA a tím proliferace. 
Buňky ML2 byly inkubovány bez nebo s TGFβ1 24h nebo 72h. Hned poté byl přidán  [6-
3
H]thymidin (185kBq/ml; Nuclear Research Institute, Řeţ, ČR) a buňky byly dále 
inkubovány ještě 4h (obr.3,4). V jiném případě byl  [6-
3
H]thymidin přidán hned na začátku 
inkubace (obr.5). Buňky byly dále centrifugovány a třikrát promyty studeným PBS, potom 
byly lyzovány vodou a značená DNA bylasraţená trichloroctovou  kyselinou (TCA, výsledná 
koncentrace 10%). Sraţenina byla zachycena na nitrocelulózový filtr, promyta studenou 10% 
TCA a radioaktivita byla měřena za pouţití přístroje Beckman LS 1801 liquid scintillation 
counter. 
 
Identifikace apoptotických buněk 
Buňky ML2 (5 x 105/ml) byly inkubovány 0 - 96 hodin bez přidání (kontrola) nebo s 
přídavkem DMSO (0,5ul/ml; kontrola pro skupinu SB431542), TGFβ1 (5ng/ml a 10ng/ml), 
bortezomibu (4nM a 10nM), SB431542 (5uM) a s kombinací těchto sloučenin (obr.6). Další 
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pokus zahrnoval inkubaci 24-96h linie ML1, ML2, CTV1 a Kasumi1 bez (kontrola) nebo 
s přídavkem TGFβ1 (5 ng/ml nebo 10 ng/ml), s bortezomibem (4 nM nebo 10 nM) (obr.6) 
nebo inhibitorem receptoru typu I pro TGFβ1 SB431542 (5uM) a jejich kombinací (obr.7,8). 
Barvení Annexinem V/propidium jodidem (Immunotech, Marseille, France) bylo pouţito pro 
stanovení apoptózy. Barvení bylo stanoveno na průtokovém cytometru Coulter Epics XL 
(Coulter Corporation, FL). 
 
Analýza buněčného cyklu 
Linie ML2 a Kasumi1 byly inkubovány po 24h bez (kontrola) nebo s přídavkem TGFβ1 (5 
ng/ml nebo 10 ng/ml) nebo s bortezomibem (4 nM nebo 10 nM) (obr.9,10). Aktivita enzymu 
kaspázy-3 byla měřena enzymatickým štěpením fluorogenního peptidového substrátu Ac-
DEVD-7-amino-4-methyl-kumarinu. Statistická významnost výsledků byla ověřena 
Studentovým párovým t-testem. 
PCR reakce 
PCR reakce pro jeden vzorek obsahovala: 100 umol dNTP, 1,5 mM MgCl2, 0,5 uM primer 
forward a revers, 1 U Taq polymerázy, 2,5 ul PCR pufru (Fermentas AB, Vilnius, Litva) a 2 
ul cDNA. Počet cyklů při amplifikaci se lišil podle pouţitých dvojic primerů (25-35 cyklů). 
PCR produkty byly děleny na 1,2% agrozovém gelu, barveny ethidium bromidem a relativní 
intenzita produktů byla měřena na fosforimageru FLA-2000 (FujiFilm, Tokyo, Japonsko) za 
pouţití BASReader softwaru (Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhardt, Německo). 
PCR produkty z tohoto snímku byly kvantifikovány za pouţití softwaru Aida (Raytest). 
Mnoţství mRNA příslušných genů bylo vztaţeno na expresi genu GAPDH (glyceraldehyd 3-
fosfátdehydrogenáza). 
 
Sekvenování složek signální dráhy TGF  
PCR amplifikace exonů pro geny Smad4, Smad2, TβRI (ALK5) a TβRII byla provedena za 
pouţití určitých dvojic primerů pro kaţdý exon a DNA z buněk ML2. Kit BD AdvantageTM 
GC Genomic Polymerase Mix (Clontech, Palo Alto, Kalifornie USA) byl pouţit k amplifikaci 
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GC-bohatých oblastí DNA. PCR produkty byly izolovány elektroforeticky na 2% agaróze, 
poté elektroeluovány z gelu a přesráţeny. K sekvenační reakci byl pouţit kit Big dye 
Terminator v3.1 cycle Sequenccing Kit (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornie USA) 






 buněk, buňky ošetřené rekombinantním lidským TGFβ1 (CytoLab 
Ltd./PEPROTECH, Rehovot, Israel), nebo jinými látkami, buňky bez reagencií-kontrola) byly 
stočeny při 2000 rpm 10min (Hettich Universal 16R), promyty studeným PBS a lyzovány v 
500 ul pufru o sloţení: 10mM Hepes pH7,4, 0,14 M NaCl, 1,5% Triton X100 a koktejl 
inhibitorů proteáz (Complete Mini, Roche, 1 tableta/10 ml pufru). Po přidání pufru byly 
buňky nechány 10 min na ledu. Lyzáty buněk byly stočeny 50 min při 14 000 rpm (Hettich 
Universal 16R), supernatanty oddeleny a analyzovány na obsah proteinů za pouţití biorad 
Protein Assay a Biorad SmartSpec Plus spektrofotometru. Vzorky obsahující 30 ug proteinu 
byly smíchány se stejným mnoţstvím 2 x SDS loading pufru (100 mM Tris.Cl ph6,8, 200 mM 
dithiotreitol, 4% SDS, 0,2% bromfenolová modř, 20% glycerol, 5% 2-merkaptoetanol) a 
zahřáty na 95°C 5 min. Po krátkém stočení byly vzorky oddeleny pomocí SDS elektroforézy 
za pouţití prefabrikovaného 4-20% polyakrylamidového gradientového minigelu (Invitrogen, 
Kalifornie, USA), při konstantním napětí 110V 1,5 hodiny (pufr: 25 mM Tris, 250 mM 
glycin, 0,1% SDS, pH8,3). Takto oddělené proteiny byly naneseny na Hybond-P PVDF 
membránu (Amersham Pharmacia Biotech, Vídeň, Rakousko) za pouţití Hoefer Western 
Blotting  SEMIPHOR systému (transfer pufr: 25 mM Tris, 250mM glycin, 15% methanol, 
pH8,3). Blotování probíhalo 1h při konstantním proudu 44 mA. Membrány byly nechány přes 
noc v 0,2% Tween-PBS blokovacím pufru při teplotě 4°C. Bloty byly poté inkubovány se 
specifickou primární protilátkou (myší monoklonální protilátka proti lidskému TGF 1 - 
CytoLab Ltd./PEPROTECH, Rehovot, Israel a Sigma-Aldrich, Praha, ČR, polyklonální 
králičí protilátka proti lidskému Sno - Upstate Ltd., Dundee, Velká Británnie, monoklonální 
protilátka proti lidskému  p21Waf1/Cip1 (F5) - Sant Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 
Kalifornie USA), následně se sekundární protilátkou značenou peroxidázou z křenu 
(skundární hovězí protilátka proti myší protilátce s konjugovanou peroxidázou (HRP) - Sant 
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Kalifornie USA, sekundární kozí protilátka proti králičí 
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s konjugovanou peroxidázou (HRP) - Upstate Ltd., Dundee, Velká Británnie). Specifické 
pásy proteinu byly vizualizovány chemiluminiscencí podle návodu výrobce (ECL Plus 
western blotting Detection System, Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont, 
Buckinghamshire) na autoradiografický film (hyperfilmTM ECL, Amersham) (obr.11). 
 
Charakteristika pacientů 
Ve studii jsme se zaměřili na pacienty s diagnózou myelodysplastického syndromu (MDS) 
nebo akutní myeloidní leukémií (AML) s převáţně normálním karyotypem. Vzorky pacientů 
byly porovnány se vzorky zdravých lidí odpovídajícího stáří (kontroly). 
Pacienti poskytli informovaný souhlas se zpracováním vzorku biologického materiálu na 
molekulárně genetická vyšetření. 
 
PCR pro CEBPA 
Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla provedena za pouţití genomové DNA nebo cDNA 
a Advantage-GC Genomic Polymerase Mix (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, 
CA, USA). Tato specielní Taq polymeráza byla pouţita, protoţe sekvence genu CEBPA jsou 
bohaté na G a C nukleotidy. Dva a v některých případech čtyři překrývající se páry primerů, 
které pokrývají celou kódující oblast lidského genu   CEBPA, byly pouţity v PCR [100]. Při 
neobvyklých výsledcích sekvenace jsme pouţili pro potvrzení mutace další dva primery 
(BF,BR) v reakci PCR  [101].
 
 Umístění primerů na C/EBPα cDNA sekvenci (GenBank 
Accession  No. U34070): FPP1 (562-585) 5´-TCGCCATGC- CGGGAGAACTCTAAC-3´, 
RPP1 (1114-1137) 5´-CTGGTAAGGGAAGAGGCCGGC- CAG-3´, FPP2 (1060-1079) 5´-
CCGCTGGTGATCAAGCAGGA-3´, RPP2 (1739-1762) 5´-
CACGGCTCGGGCAAGCCTCGAGAT-3´, F1 (563-582) 5´-CGCCATGCCGGGAGAAC- 
TCT-3´, R1 (850-869) 5´-GCCTTGGCCTTCTCCTGCTG-3´, F2 (829-848) 5´-GACC- 
TGTTCCAGCACAGCCG-3´, R2 (1122-1141) 5´-GCGGCT GGTAAGGGAAGAGG-3´, F3 
(1084-1103) 5´-CGCGAGGAGGATGAAGCCAA-3´,  R3 (1426-1450) 5´-CCCGGTACTC- 
GTTGCTGTTCTTGTC-3´, F4 (1404-1423) 5´-GGGCAAGGCCAAGAAGTCGG-3´,  R4 
(1651-1670) 5´-CCTCACGCGCAGTTGCCCAT-3´, BF (816-835) 5´-CGAGTTCCTG- 
GCCGACCTGT-3´, BR (1119-1138) 5´-GCTGGTAAGGGAAGAGGCCG-3´. PCR 
proběhla  v 25 µl reakční směsi obsahující 40 mmol/L Tris-HCl  (pH 9,3 při 25
o
C),  85 
mmol/L KOAc, 5% DMSO, 0,1% DMSO, 1.1 mmol/L Mg(OAc)2,   1  mol/L GC-Melt 
(Clontech Laboratories, Inc.), 0,2 mmol/L kaţdého dATP, dTP, dGTP a dTTP, 0,2 µmol/L 
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obou,  forward a reverse primerů, 1,7 jednotek  TtH DNA polymerázy z Advantage GC 
Genomic Polymerase Mix (Clontech Laboratories, Inc.) a okolo 50 ng genomové DNA. 
Amplifikace byla provedena s počátečním stupněm tepelné denaturace 4 min při 94
o
C, 
následovalo 39 cyklů po 30 s denaturace při 94
o
C, 1 min pro nasednutí primerů při 65
o
C 
(FPP1-RPP1 a F1-R1, 64
o
C pro FPP2-RPP2, 63
o
C pro F2-R2, 60
o
C pror F3-R3, F4-R4 a BF-
BR)  a  100 s prodlouţení při 72
o
C  v cykleru Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Inc., 
Watertown, MA, USA).  
 
PCR pro MYH9 
PCR byla provedena v celkovém objemu 25 l obsahujících cca 14 ng genomové DNA, 0.5 
M primery, 0.2mM dNTP, pufr, 0.8 M nebo 0.4 M DMSO a 1U Platinum Taq polymerasy 
(vše Invitrogen, USA) na přístroji PTC-200 thermocycler (MJ Research, Massachusetts, 
USA) při 95°C 4 min, následující 40 cykly: 95°C 30 s, specifcká teplota pro kaţdý pár 
primerů (tab.6) 30 s, 72°C 15 s, konečný krok při 72°C po dobu 2 min. 
 
Tab.6 Primery pro amplifikaci a sekvenování MYH9 
       Gen                    Sense (5´→3´)                                          Anti-sense (5´→3´)                                Teplota                          Velikost  
                                                                                                                                                                     (°C)                              produktu (bp) 
 
 MYH9ex1 CCACCTCGGAGCCCTCAGAC TGATCTTGTGTGGCTGACGTAGTT 62                                462 
 MYH9ex2 AATGAGGCCCCAGGTGAAGATTCA                 TCCTTTGAAGCCGCAGATATTTTGC 62                                304 
 MYH9ex3 AGCTCTTTGGGAGCAAGGTG CAAGAATGAGAACAGACTGGGG 62                                157 
 MYH9ex4 GGGAAGGGACAGAGGTCAAG                           ATCATCCCACCAAGGCCAAG 66                            215 
 MYH9ex5       GACATGCTGACACGGCTCTG AAAGGCAGCATGAGCCAAAG 62                                267 
 MYH9ex6 TCTCTAGCTCCCCATGTCAGG TACAGAGGTCATGCCTCCCC 66 182 
 MYH9ex7 TGAGGAAAGTGGAGGGCTTG                             GGTCCAATTCTGGCAAGAGG 66                                226 
 MYH9ex8         GCCTCCACTTTCAGCACCTC                       TGGGTACCAGCCTTCCTCTG                                   62                                           251 
 MYH9ex9          TTCCCTCCTGAGCAAATCCATG                     GGAATCACCATGACCCATGTCTG                                  62                                217 
 MYH9ex10        GCAGAGGGACTTATTCTCTTGGG                     AACAGCCTCAACTGTGCTGC                                    66                                288 
 MYH9ex11        CTGGGGCATAGGGTATGAGG GGATAAGGCAACCAACAGGC 66                                284         
 MYH9ex12 GAAGGGAAAAGCCAGAGGCAGG CCTCTTTAGTGCAGGGTTGGCG 62 276 
 MYH9ex13 GGCTTTGGCTTCTTGAAGGG TCGACTCCACCTCTCCTGTG 66 305 
 MYH9ex14 TGAGCACACATGTCCCCAG GAGGTGGGAAGATGACCAGC 62 232 
 MYH9ex15 CTTTTCCTGTCCGACGTGTG TGCTTTTGCTGGGGAGACAG 62 377 
 MYH9ex16 GGGTTCCCTGACTATTCTCCG GACTCACTGCACGCACAGC 62 249 
 MYH9ex17 CATGTGGAATCGAGGCAATG GGCACTCCCCAGACAAGG 62 183 
 MYH9ex18 CCTTTCATGGAGCTGTGGC GCTAAGTGCCCTTTGGCAAC 66 294 
 MYH9ex19 GCCAGGTATGTATGGTGGTGTGCA CAGGACTGTTAGGTCGGGTCTGCT 62 236 
 MYH9ex20 GTGGCAGCACCAGGCAGGTC AGAGGCGGGCATCTTCCAGC 63 238 
 MYH9ex21* CAGCCTCCTTGGACCCTAATTCC TGGCGTCCGTCCTTGAGGA 62 388 
 MYH9ex22 GGACCTTGCTGCCTTCACC ACCACACTCTCCCATCCACG 62 270 
 MYH9ex23 TCCATTCAGCCCCAGATTTC GAGAAGGCCTCGGTGTTCC 62 321 
 MYH9ex24 GGAGACAGAACCCATGGCAC GAACTAGGGCCAGCAGCAAG 66 298 
 MYH9ex25 TCTGCTCCTTGGAGGTGAAAC GGGTCCATGTCTCCAAGCC 62 341 
 MYH9ex26 CTCGCTCCAGCATCCCC TGCTCTGCAGGACTGGTTTG 62 277 
 MYH9ex27 TGATGATAGACCAGCCAGCC CCACAACTGCTGCTAGGGC 66 329 
 MYH9ex28 CCTAAAGGAGATGAGGTGGGG CACAGAGGCCTTTCTGGAGG 66 233 
 MYH9ex29 TGCAGTGCCCAGGCCAGTGC CCTCTCCTCAAGGGTGTGGGG 66 307 
 MYH9ex30 ACCTGAGCAGGTGCCATC GCCCTTTGCTTTGGACTCAG 62 367 
 MYH9ex31 ACACCGACCCTCTGTGATGACCC CTGCTGGGGGCCGTAGCTCT 62 329 
 MYH9ex32 CACAGACTCCGGGTCGC AGCCTGCGTGAAGCCAAG 66 347 
 MYH9ex33 ATATGTAGTTGGCTCAGTCGGGTGC GGTCTCCCAGTGGGTCCAGCT 56 270 
 MYH9ex34*  AGCTGAAAGCCCCACGCTGC CCCTGTTGGCGAGGTGACCC 62 283 
 MYH9ex35-6 GGGTCCAAGGCCAGCTCTGC TGGTCTTGTGGGGCTGTGGC 66 418 
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 MYH9ex37* GGCTCAGGAGACAGAGAGCTGG CTGCTGCCACCTTCCTCTGG 62 399 
 MYH9ex38 TCCTGGTTAGGGCTTGTTGG CTGTCACCCCATCTGCTGC 66 243 
 MYH9ex39* TGGTGACATTCGTGCCTTGCTTG CGCCCAGAGCCCCTAACCG 62 320 
 MYH9ex40           GGAAGGGGAGGCTGTGGTGTCT                    ATGTGTGGGCTGTGCTGTGG                                         63                                         149 
 
Primery byly navrţeny firmou KRD (Česká republika) a Mgr. Provazníkovou za pouţití programu the Vector NTI Deluxe 4.0 (InforMax, 
USA, Maryland). Genbank acceession number  NC00022 a HS6802, Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
* V PCR pouţit 0,4 M DMSO, jinak vţdy přidán 0,8 M DMSO 
 
HRMA 
Analýza křivek tání (high-resolution melting analysis, HRMA) je zaloţena na interkalaci 
specifického barviva LC Green plus do dvoušroubovice DNA a sledování změn tvaru křivek 
tání PCR produktů pacientů v porovnání s kontrolami (zdraví dárci). Schopnost metody 
spolehlivě zachytit kaţdý mutovaný vzorek byla nejdříve ověřena na analýze exonů genu 
MYH9. Byla připravena PCR s DNA pacientů nebo zdravých dárců dle uvedeného postupu, 
z níţ 20 l bylo přeneseno do 96-jamkové destičky a smícháno s 2 l LC Green plus (Idaho 
Technology, USA). Vzorky byly převrstveny kapkou minerálního oleje a vloţeny do přístroje 
light scanner (Idaho Technology, USA). Rozpětí teplot bylo nejdříve 55°C – 98°C, poté bylo 
nastaveno uţší rozpětí (80°C – 98°C). Data byla analyzována v programu Light Scanner 
Software with Call-IT (obr.21,22) a výsledky byly zobrazeny jako graf závislosti fluorescence 
na teplotě. PCR produkty označené jako mutované byly sekvenovány. 
 
Sekvenační reakce pro MYH9 
PCR produkty byly přečištěny pomocí kitu Invisorb Spin PCRapid kit (Invitek, Berlin, 
Německo) a sekvenovány za pouţití kitu DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, 
California, USA) v obou směrech na přístroji CEQ 8000 Genetic Analysis System. Pouţité 
primery byly stejné jako při PCR. Databáze  GenBank Accession No. HS_6802 byla pouţita 
pro vyhodnocení získaných výsledků sekvenace. 
 
Sekvenační reakce pro CEBPA 
PCR produkty byly rozděleny a přečištěny  elektroforézou v agarosovém gelu, elektroelucí 
získány z vyříznutých prouţků gelu a sekvenovány za pouţití kitu BigDye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington, UK) v obou směrech na přístroji 
ABI 3 100 DNA Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Pouţité primery byly stejné jako při 
PCR. Databáze  GenBank Accession No. NM_004364.2 byla pouţita pro vyhodnocení 
získaných výsledků sekvenace. Některé publikované práce pouţívají jinou srovnávací 
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sekvenci C/EBPα cDNA a to  GenBank Accession No. U34070, a proto jsou výsledky 
popsány i podle této srovnávací sekvence. 
 
Real time PCR pro EVI1, ERG, MN1 
Kvantitativní řetězová polymerázová reakce (PCR) je provedena na 36-jamkovém rotoru ( 
přístroj Rotor Gene 6000 nebo 3000A,  kanál: Green, 470 nm  510 nm, autooptimalizace 
(2F1-5Fl, vţdy na stejný vzorek na pozici 1). Celkový objem 1 reakce činí  25 l a obsahuje 
6,25 l  H2O, 12,5 l  SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix obsahující Taq polymerázu 
(Sigma), 2,5 l  2 M forward primer, 2,5 l  2 M reverse primer, 0,25 l  referenční 
barvička a 1 l  cDNA. Primery pro EVI1: forward primer 5´-
AGCAACGTCGAATCAAGACCTGCTTCAGAT-3´, reverse primer 5´- 
ACTGACTGTAAGAGCTCACTGGCCTCAGGT-3´ [15], pro ERG: forward primer 5´-
CACGAACGAGCGCAGAGTTA-3´ [102], reverse primer 5´-
AGAAGGATGTCGGCGTTGTAGC -3´, referenční databáze NM_004449.3, pro MN1: 
forward primer 5´-GACGACGACAAGACGTTGG-3´, reverse primer 5´-
GACAGACAGGCACTGCAAG-3´, referenční databáze NM_002430.2 
Profil kvantitativní PCR: Hold - 95°C 2min, Cycling –  40-45 cyklů, 95°C 15 sec, 60°C 1 
min, 72°C 1 min, 80°C 15 sec, Melt analýza – 72°C – 95°C (kontrola čistoty cDNA). 
Hladina mRNA pro EVI1, ERG i MN1 je vztaţena ke hladině mRNA pro GAPDH 
(glyceraldehyd-3-dehydrogenázu, “housekeeping mRNA“). Za zvýšenou expresi byly 
označeny hodnoty více neţ pětkrát větší neţ jejich střední hodnota u zdravých kontrol 
(podobné věkové skupiny jako pacienti). 
 
VÝSLEDKY 
Účinek TGFβ1 na proliferaci buněk ML2 a sekvenování složek dráhy TGFβ1 
Ztráta schopnosti reagovat na inhibiční účinek TGFβ1 na růst je běţný rys mnoha druhů 
rakoviny, u nichţ byla zjištěna mutace některých sloţek signalizační dráhy TGFβ (TβRII, 
TβRI, Smad4, Smad2) [54]. Proliferace většiny AML buněčných linií nebo primárních AML 
buněk je citlivá k inhibici TGFβ1 [103-108]. Nicméně nezjistili jsme inhibiční účinek TGFβ1 
na proliferaci ML2 buněk za pouţití inkorporace [6-
3
H] thymidinu do buněk (obr.3-5). 
Rezistence proliferace AML buněk k TGFβ1 není specifická pouze pro ML2 buňky a některé 
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buněčné linie [103-107], ale některé primární AML buňky jsou také resistentní na TGFβ1, 




H]thymidinu do ML2 buněk. 
 
ML2 buňky byly preinkubovány v médiu RPMI 1640 s 10% fetálním hovězím sérem při 37°C, 5%CO2 bez 
TGFβ1 (kontrola) nebo s TGFβ1 (5ng/ml nebo 10ng/ml) po 24 hodin. [6-
3
H]thymidin (185kBq/ml) byl poté 
přidán a jeho inkorporace do buněk byla měřena po 0h, 2h a 4h další inkubace (v triplikátech). Po této inkubaci 
byly buňky centrifugovány a promyty třikrát ledovým PBS. Buňky byly poté lyzovány destilovanou vodou a 
označená DNA byla vysráţena trichloracetátovou kyselinou (TCA, konečná koncentrace 10%). Precipitát byl 
zachycen na nitrocelulózovou membránu filtru, promyt studenou 10% TCA a radioaktivita byla měřena na 




H]thymidinu do buněk ML2. 
 
Buňky ML2 byly preinkubovány v médiu RPMI 1640 s 10% fetálním hovězím sérem při 37°C, 5%CO2 bez 
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TGFβ1 (kontrola) nebo s TGFβ1 (5ng/ml nebo 10ng/ml) po 72 hodin. [6-
3
H]thymidin byl poté přidán a jeho 




H]thymidinu v buňkách ML2. 
 
Buňky ML2 byly preinkubovány v médiu RPMI 1640 s 10% fetálním hovězím sérem při 37°C, 5%CO2 v 
přítomnosti [6-
3
H]thymidin (185kBq/ml) a bez TGFβ1 (kontrola) nebo s TGF-β1 (5ng/ml nebo 10ng/ml). 
Inkorporace [6-
3
H]thymidinu do buněk byla měřena po 0h, 24h a 48h další inkubace viz. popis u obr.3. 
 
Jedním z důvodů, proč buňky ML2 vykazují resistenci k inhibičnímu účinku TGFβ1 na růst, 
by mohla být mutační aktivita signalizačních komponent (TGFβ1 receptorů a Smad proteinů - 
Smad4 a Smad2). Sekvenovali jsme exony těchto genů v ML2 buňkách, ale ţádnou mutaci 
jsme nezachytili.Naše výsledky naznačují, ţe rezistence ML2 buněk k TGFβ1 je způsobena 
jinými faktory neţ mutací/emi genů signalizační dráhy TGFβ1. 
 
Indukce apoptózy v buňkách lidských leukemických linií 
Barvení annexinem V bylo pouţito k analýze TGFβ1 jako induktoru apotózy v buňkách ML2. 
TGF 1 významně zvýšil apoptózu v ML2 buňkách, ne však v ML2 buňkách ošetřených 
SB431542, specifickým inhibitorem ALK4, 5, 7. 
Bortezomib (10nM) indukoval apoptózu u buněčných leukemických linií Kasumi1, CTV1, 
ML2, ale ne u buněk ML1. Buňky linie Kasumi1 a ML2 byly také citlivé k indukci apoptózy 





Obr.6 Detekce apoptózy buněk ML2 barvením annexinem V. 
 
Identifikace apoptotické smrti buněk byla provedena dle návodu výrobce viz. část v materiálech a metodách. 
Získaná data jsou vyjádřena jako průměr +- SEM (n=3). Signifikantní změny (pro p menší neţ 0,05) jsou 
označeny hvězdičkou. 
 
Bortezomib 10nM vyvolal největší apoptotickou odpověď u buněk CTV1, zatímco TGFβ1 
byl nejúčinnější v indukci apoptózy u linie ML2. Pouţití kombinace bortezomibu a TGFβ1 
zvýšilo apoptotický účinek proti samotnému bortezomibu u buněk linie ML2 na rozdíl od 
buněk ML1 a CTV1. Proapoptotický účinek bortezomibu byl navozen jiţ v čase 24h působení 
na rozdíl od apoptotického účinku TGFβ1, který vzrůstal v celém měřeném časovém intervalu 
0-96h inkubace a byl značně menší. Buňky linie ML1 byly rezistentní proti oběma 













Obr.7 Indukce apoptózy bortezomibem a TGF 1 v buněčných liniích Kasumi1, ML2, CTV1 
a ML1. 
 
Buňky byly preinkubovány 24-96 h bez (kontrola) nebo s bortezomibem (10 nM) nebo s TGF 1 (10 ng/ml). 
 














Analýza buněčného cyklu 
Bortezomib o různých koncentracích (4nM nebo 10nM) indukoval po působení 24h kaspázu-
3 v buňkách ML2 (obr.9), ale jenom 10nM bortezomib indukoval kaspázu-3 po 48h 
v buňkách linie Kasumi1 (obr.10). 
 
Obr.9 Aktivita kaspázy-3 v buňkách ML2 inkubovaných 24h bez (kontrola) nebo s 






Obr.10  Aktivita kaspázy-3 v buňkách Kasumi1 inkubovaných 48h bez (kontrola) nebo s 




Regulace exprese signalizačních komponent (TGFβ1 receptorů a Smad proteinů) a vybraných 
genů signalizační dráhy TGFβ1 v buňkách ML2. Účinek inhibitorů MAPK, proteazomů a 
histondeacetyláz na tuto expresi. 
 
Tab.7 Účinek TGFβ1, monoklonální protilátky proti TGFβ1, MAPK inhibitorů a SB202474 
(negativní kontrola p38 MAPK inhibičních studií) na hladinu mRNA signalizačních 
sloţek (TGFβ1 receptory a Smad proteiny) a na hladinu mRNA vybraných genů ze 
signalizační kaskády TGFβ1 v buněčné linii ML2. 
 
  
                                                                                                      Intensity of genes expresion (%) (24h) 
                                       _______________________________________________________________________________________                                                 
        Description          Control          TGF 1        TGF 1            TGF 1                 UO126       PD98059       SB 203580       SB 202474        
                                    (untreated      (5ng/ml)     (10 ng/ml)       monoclonal             (5 M)        (10 M)             (5 M)            (5 M)         
                                            cells)                                           antibody  (20 g/ml) 
 
         ALK1             100        96 115 40 *  83 121 108 89 
 T RI (ALK5) 100 52 * 144 * 99 18 * 54 * 19 * 18 * 
 T RII                    100                131 *    313 *           260 *                     94               100              76 *            150 * 
 Smad1                   100               91              87                  98                          107               126 *          89                  130 * 
 Smad2                   100               102            96                  105                         87               134                99                  133 
        Smad3                   100                 93              111                 93                            88                 81                   115                 76 
     Smad4                    100                74 *         204 *           83                            84               135 *            248 *           116 
      Smad5                    100                67 *         122 *           70 *                      83                   x                   132 *           x 
 Smad7                    100                109            115                 102                         90               120                108                138 * 
 Id1                          100                60 *         55 *               73 *                  157 *         193 *            265 *          135 * 
 JunB                       100                 185 *      308 *          100                          61 *         100                102                 115 
 p21Waf1/Cip1              100                 201 *       159 *          1750 *                  86               104                262 *            117 
 p27Kip1                    100                 105           124 *          100                         78 *            37 *             91                  93 
 cdc25A                   100                95             85                 125 *                    77 *          112                 107                100 
 VEGF                    100               81             83                  56 *                     56 *           90                  81                  107 
 RhoA                     100               95             107                129 *                   122 *         162 *           113               172 * 
 PAI-1                     100                769 *       627 *            62 *                     130 *       2091 *         488 *            171 * 
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 IL6                         100                0 *          0  *              x                             0 *             0 *               0 *               0 * 
 SnoA                      100                310 *       326 *           253 *                   437 *        243 *           622 *           224 * 
 SnoN                      100                492 *       887 *           104                         576 *          269 *            440 *           85 
 c-myc                     100                63 *         60 *             81                          82                  26 *             91                  146 * 





 statisticky významné (p<0,05) 
x experiment neproveden 
 
Tab.8 Účinek specifických inhibitorů (SB431542) ALK4, 5, 7, PI3K inhibitoru (LY294002) 
a inhibitorů proteazomu na hladinu mRNA komponent siganlizační dráhy TGFβ1 
(TGFβ1 receptory, Smad proteiny) a na hladinu mRNA vybraných cílových genů 
TGFβ1 v buněčné linii ML2. 
 
 
                                                                                                      Intensity of genes expression (%)  (24h) 
                                       ________________________________________________________________________________________                                                         
     Description           Control           SB431542      LY294002      Proteazome inh. 1      Proteazome inh. 2          MG132             Bortezomib   
                                   (untreated         (5 M)             (25 M)                (2.5 M)                    (2.5 M)                  (0.5 M)                (10nM)                               
                                           cells) 
                                                                                    
    ALK1             100              79 ↓*              43 ↓*                    12 ↓*                    14 ↓*                    10 ↓*                  9 ↓* 
 T RI (ALK5)        100                67 ↓*             92                         45 ↓*                      4 ↓*                       83                          80 ↓* 
   T RII                    100                34 ↓*            164                         6 ↓*                        3 ↓*                    203 ↑*                     34 ↓* 
 Smad1                   100                83                  78 ↓*                    32 ↓*                       75 ↓*                       85                            x 
   Smad2                   100                 84                  97                         32 ↓*                       47 ↓*                       55 ↓*                       x 
 Smad3                    100                98                  99                           5 ↓*                         14 ↓*                     143 ↑*                   x 
 Smad4                   100               153 ↑*          119                         4 ↓*                        15 ↓*                     125 ↑*                     x 
 Smad5                   100                78 ↓*              105                          2 ↓*                        0 ↓*                        x                           x 
 Smad7                   100               111                108                        96                           48 ↓*                    100                          68 ↓* 
 Id1                          100                163 ↑*            131 ↑*                  105                          35 ↓*                    250 ↑*                     29 ↓* 
 JunB                       100                101                 86                       108                         28 ↓*                     106                          47 ↓* 
 p21Waf1/Cip1             100                 75 ↓*              113                         75 ↓*                       47 ↓*                  1154 ↑*                   332 ↑* 
 p27Kip1                    100                 73 ↓*             141 ↑*                   27 ↓*                       0 ↓*                     462 ↑*                     13 ↓* 
   cdc25A                   100                 75 ↓*             57 ↓*                     6 ↓*                        11 ↓*                       74 ↓*                   162 ↑* 
 VEGF                    100                80                   46 ↓*                    10 ↓*                       13 ↓*                     242 ↑*                   6 ↓* 
 RhoA                     100               107                97                           3 ↓*                        205 ↑*                     336 ↑*                     19 ↓* 
 PAI-1                     100                 145 ↑*           212 ↑*                4770 ↑*                 12499 ↑*               1458 ↑*                   402 ↑* 
 IL6                          100                0 ↓*               0  ↓*                 388 ↑*                     9063 ↑*                   803 ↑*                   918 ↑* 
 SnoA                      100                 290 ↑*           651 ↑*                  163 ↑*                     57 ↓*                     128 ↑*                   326 ↑* 
 SnoN                     100               67 ↓*              316 ↑*                    23 ↓*                     13 ↓*                      105                         78 ↓* 
 c-myc                     100               88                  78 ↓*                      0 ↓*                       34 ↓*                      113                         96 
 TfR1                      100               47 ↓*             28 ↓*                      2 ↓*                        0 ↓*                        9 ↓*                      5 ↓* 




 statisticky významné (p<0,05) 
x experiment neproveden 
 
Buňky ML2 byly inkubovány bez TGFβ1 (kontrola) nebo s TGFβ1 a jinými látkami po 24 
hodin. Byla připravena cDNA z celkové RNA izolované z buněk a určeno mnoţství 
specifických mRNA. Výsledky jsou v tabulách 7-9. Všechny sloţky signalizační dráhy 
TGFβ1 jsou exprimovány v buňkách ML2 a jsou snadno detekovatelné na úrovni mRNA. 
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Navíc, většina studovaných cílových genů TGF-β1 (plasminogen activator inhibitor-1 PAI-1, 
JunB, p21Waf1/Cip1, c-myc, Id1, SnoN) je exprimována, jak bylo předpokládáno [49,52,109-
112]. Ošetření buněk ML2 TGFβ1 po dobu 24 hodin významně zvýšilo hladinu mRNA pro 
T RII, PAI-1, JunB, p21Waf1/Cip1, SnoA, SnoN a sníţilo hladinu mRNA pro c-myc, Id1. 
Ţádný účinek TGF-β1 nebyl zjištěn u genů pro RhoA, cdc25A, VEGF. Naše výsledky 
ukazují, ţe signalizační kaskáda TGFβ1 jako regulátor transkripce je v buňkách ML2 intaktní. 
Hladina mRNA pro IL6 nebyla detekovatelná po ošetření buněk TGFβ1, zato hladina mRNA 
významně vzrostla při pouţití inhibitorů proteazomu a inhibitorů histondeacetyláz (HDA) s 
vyjímkou 1mM butyrátu sodného. Hladina mRNA pro transferrin receptor 1 (TfR1) byla 
mírně sníţena účinkem TGFβ1 (tab.7). Toto sníţení mohlo být nicméně způsobeno také jiným 
mechanismem, protoţe SB431542 (specifický inhibitor Alk 4, 5, 7) redukuje hladinu mRNA 
pro TfR1 dokonce ještě více neţ TGFβ1 (tab.8). Exprese TfR1 byla účinně tlumena inhibitory 
proteazomů a inhibitory HDA (tab.8,9). Inhibitory proteazomů, inhibitory HDA a desferal 
(dfroxamine, chelátor ţeleza) zvýšily hladinu mRNA pro PAI-1 (tab.7,8). Některé inhibitory 
proteazomů (MG132, bortezomib) zvýšily také hladinu mRNA pro p21 (tab.7). Exprese genu 
c-myc je velmi redukována inhibitory HDA a desferalem. 
 
Tab.9 Účinek inhibitorů HDA a desferalu na hladiny mRNA sloţek signalizační dráhy 
TGFβ1 (TGFβ1 receptorů a Smad proteinů) a na hladiny mRNA vybraných cílových 
genů TGFβ1 v buněčné linii ML2. 
 
 
                                                                                                       Intensity of genes expression (%) (24h) 
                                     ______________________________________________________________________________________           
      Description           Control                   HDAI1              HDAI2             HDAI3              Apicidin               Butyrate              Desferal   
                                   (untreated               (0,5 M)              (5 M)              (2 M)                 (1 M)                 (1mM)                (0,1mM)         
                                           cells) 
                                                                                
       ALK1                    100                     90                   58                 56 ↓*                  40 ↓*                  x                 43 ↓* 
 T RI (ALK5)        100                          63 ↓*                  29 ↓*              3 ↓*                    42 ↓*                     7 ↓*                 163 ↑* 
 T RII                    100                          32 ↓*                236 ↑*           63 ↓*                   133                        186                    147 ↑* 
 Smad1                   100                          92                       86                  94                      27 ↓*                      93                       68 ↓* 
 Smad2                    100                         96                       98                 110                    101                          96                      122 
 Smad3                   100                          37 ↓*                  41 ↓*             45 ↓*                 30 ↓*                      33 ↓*                   27 ↓* 
 Smad4                    100                         55 ↓*                118              47 ↓*                 71 ↓*                     40 ↓*                  127 
 Smad5                    100                         62 ↓*                  90                   63 ↓*                  44 ↓*                     52 ↓*                  5 ↓* 
 Smad7                   100                          91                      72 ↓*             41 ↓*                  78 ↓*                     48 ↓*                  101 
 Id1                          100                          74 ↓*                297 ↑*           171 ↑*               83 ↓*                   153 ↑*                125 ↑* 
 JunB                       100                         70 ↓*                  88                   84                       128                          87                      129 
 p21Waf1/Cip1              100                       116                     419 ↑*          75                       214                        116                     924 ↑* 
 p27Kip1                    100                         17 ↓*                  34 ↓*             48 ↓*                   5 ↓*                      39 ↓*                  76 ↓* 
 cdc25A                   100                      108                    94                  89                       130                          85                      122 
 VEGF                     100                         64 ↓*                137 ↑*           151 ↑*                192 ↑*                    100                    157 ↑* 
 RhoA                     100                       154 ↑*                209 ↑*            1 ↓*                     2 ↓*                        0 ↓*                     0 ↓* 
 PAI-1                    100                       552 ↑*                848 ↑*            961 ↑*                1474 ↑*                   796 ↑*               6888 ↑* 
 IL6                          100                         73                    648 ↑*           4162 ↑*               3357 ↑*                  0 ↓*                 199 ↑* 
 SnoA                      100                       117                    998 ↑*            174 ↑*                 315 ↑*                     21 ↓*                  0 ↓* 
 SnoN                      100                         62 ↓*               503 ↑*            97                       112                         21 ↓*                 144 ↑* 
 c-myc                     100                         40 ↓*                 21 ↓*           3 ↓*                     0 ↓*                    21 ↓*                   4 ↓* 
37 
 





 statisticky významné (p<0,05) 
x experiment neproveden 
 
Western blot - analýza hladin proteinů v buněčné linii ML2 
Abychom zjistili, zda je SnoN zvýšené v buňkách ML2 po přidání TGFβ1 i na úrovni 
proteinu, provedli jsme western blot analýzu (obr.11). Zjistili jsme zvýšenou hladinu SnoN po 
inkubaci TGFβ1 s buňkami ML2 po 24 h. Z našich výsledků vyplývá, ţe zvýšené mnoţství 
SnoN negativně ovlivňuje signalizační dráhu TGFβ1 v buněčné linii ML2 a podílí se na 
resistenci buněk ML2 k inhibičnímu účinku TGFβ1 na proliferaci (obr.12). V buňkách ML2 
ošetřených po dobu 24 hodin TGFβ1  jsme dále chtěli pomocí western blotu detekovat klíčové 





, které ovšem nebyly detekovány (výsledky nejsou zobrazeny). 
Nefunkčnost regulace buněčného cyklu je jedním z kritických bodů, který v buňkách 
zapříčiňuje nekontrolovatelnou proliferaci resistentní k inhibičnímu účinku TGFβ1. 
 






M               1        2       3       4       5       6       7       8 





























































































































































































































ML2 buňky byly inkubovány bez  (kontrola) nebo s přídavkem TGFβ1 10 ng/ml/ nebo jiných látek po dobu 24 
hodin. Buňky byly po této době sklizeny, promyty, lyzovány a byla provedena Western blot analýza. M označuje  
pozitivní kontrolu (SnoN protein v jaderném extraktu z HeLa buněk). 
 







TGFβ1 zvyšuje syntézu a aktivitu nádorových supresorů, proteinů p15INK4B, p21CIP1/WAF1, p27KIP1, které 
inhibují proliferaci a drţí buňky uvězněné v G1 fázi buněčného cyklu. TGFβ1 v případě ML2 buněk sice 
stimuluje syntézu výše uvedených nádorových supresorů , ale stimuluje i syntézu a tím zřejmě i aktivitu 








(obsahuje sekvence Alu, 
415 AMK a m.h. = 46362)
SnoN 
(neobsahuje sekvence Alu, 
684 AMK a m.h. = 77000)G1 S
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Exprese a sekvenování signalizačních komponent TGFβ1 (receptorů a Smad proteinů) u 
pacientů s MDS a AML 
Exprese jednotlivých signalizačních sloţek dráhy TGF 1 byla sledována také u pacientů 
s MDS a AML. Celkem jsme vyšetřili 198 MDS pacientů a 73 pacientů s AML, z nichţ kaţdý 
měl aspoň u jednoho cílového genu TGF 1 sníţenou expresi. 
Část těchto pacientů byla také podrobena sekvenační analýze – sekvenovali jsme jednotlivé 
exony genů pro signalizační komponenty dráhy TGFβ. Celkem jsme analyzovali tento počet 
pacientů s MDS nebo AML: 42 pacientů na Smad4, 22 pacientů na Smad2, 20 pacientů na 
T RI, 20 pacientů na T RII. Neprokázali jsme ţádnou mutaci v kódujících oblastech 
uvedených genů signální dráhy TGF 1, ale zjistili jsme sníţenou nebo nedetekovatelnou 
expresi analyzovaných genů (viz. následující tabulka 10). Sníţená exprese je zřejmě 
způsobena epigenetickými změnami, tedy hypermetylací a deacetylací promotorových oblastí 
těchto genů. 
 
Tab.10  Sníţená nebo nulová exprese hladin mRNA  genů signální dráhy TGF  u pacientů 
s MDS a AML 
snížená nebo nulová 
exprese (% případů)
snížená nebo nulová 
exprese (% případů)






T RI (ALK5) 47% 40%





EVI1, ERG, MN1 – real time PCR 
Analyzovali jsme expresi hladin mRNA pro geny EVI1, ERG a MN1 u pacientů s diagnózou 
MDS nebo AML metodou kvantitativní PCR v čase. Pacienti s MDS byly vyšetřeni pouze na 
expresi EVI1, jehoţ zvýšená hladina mRNA je spojována se špatnou prognózou. U pacientů 
s AML je spojována se špatnou předpovědí pro léčbu zvýšená hladina mRNA EVI1, ERG i 
MN1, proto byly vyšetřeni na všechny tři faktory.  
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Celkem jsme vyšetřili 556 vzorků pacientů s různým typem MDS nebo podezřením na MDS a 
436 vzorků pacientů v různém stadiu AML nebo s podezřením na tuto leukémii. Ze 485 
vzorků s prokázaným MDS mělo 90 zvýšenou expresi EVI1 a ze 71 vzorků se suspektním 
MDS byla zjištěna zvýšená exprese EVI1 u 11 případů (tab.11). Pacienti s AML měli také 
zvýšenou expresi EVI1 a to u 62 vzorků ze 436, dvojnásobné mnoţství mělo zvýšenou 
expresi ERG a u více jak dvojnásobného  počtu byla zjištěna overexprese MN1 (tab.10). 
Častější byly tedy u pacientů s AML zvýšené exprese hladin mRNA pro ERG a MN1 
(tab.10). Počet pacientů s normálním karyotypem byl zhruba stejný jako počet pacientů se 
změněným karyotypem u AML (245 pacientů s normálním a 231 pacientů s 
chromozómálními přestavbami). U pacientů s MDS převaţoval normální karyotyp –(80 
pacientů oproti 56 pacientům s chromozómálními přestavbami), nepočítáme-li pacienty se 
zvláštním typem MDS 5q- (včetně delece 5q- jsme měli 132 pacientů se změněným 
karyotypem). Výskyt zvýšené exprese rizikových faktorů EVI1, ERG a MN1 byl podobný u 
pacientů s normálním i změněným karyotypem, s vyjímkou EVI1 u MDS (tab.12). 
 














susp.MDS 71 11 (15%) - -
prokázaný MDS 485 90 (19%) - -
susp.AML 5 2 (40%) 2 (40%) 0
prokázaný AML 431 62 (14%) 113 (26%) 126 (29%)  
 
Tab.12 Procento případů nalezených overexpresí EVI1, ERG a MN1 u pacientů s MDS a 
AML podle karyotypu 
MDS
EVI1 EVI1 ERG MN1
normální karyotyp 7,5% 17,9% 31% 41,6%




Ze získaných dat byly sestaveny křivky přeţití porovnávající délku ţivota pacientů se 






Obr.13 Graf přeţití pacientů s MDS podle exprese EVI1 
 
počet pacientů s normální expresí EVI1 – 79 
počet pacientů se zvýšenou expresí EVI1 – 20 
p= 0,0211 
 
Obr.14 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese EVI1 
 
počet pacientů s normální expresí EVI1 (norm.EVI1 mRNA) – 268 










Obr.15 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese ERG 
 
počet pacientů s normální expresí ERG – 141 
počet pacientů se zvýšenou expresí ERG – 41 
p= 0,0365 
 
Obr.16 Graf přeţití pacientů s AML a overexpresí MN1 podle exprese ERG 
 
počet pacientů se zvýšenou expresí MN1 a s normální expresí ERG – 188 










Obr.17 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese MN1 















  normální exprese MN1   
















počet pacientů s normální expresí MN1 – 116  
počet pacientů se zvýšenou expresí MN1– 88 
p= 0,2796 
 
Obr.18 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese MN1 















  normální exprese MN1/nT   
















počet netransplantovaných pacientů s normální expresí MN1 – 99 





Obr.19 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese MN1 















  normální exprese MN1/wt NPM1   
















počet pacientů s normální expresí MN1 a bez mutace v NPM1 – 60 
 počet pacientů se zvýšenou expresí MN1 a bez mutace v NPM1 - 50 
p= 0,4296 
 
Obr.20 Graf přeţití pacientů s AML podle exprese MN1 















   n ormální  exprese  MN1 /nT / wt Flt3      


















 počet netransplantovaných pacientů s normální expresí MN1 a bez mutace v FLT3 – 60 
 počet netransplantovaných pacientů se zvýšenou expresí MN1 a bez mutace v FLT3 - 50 
p= 0,0765 
 
Křivky přeţití jsou znázorněny jako schody – kaţdé úmrtí je zobrazeno jako pokles křivky. 
Tyto grafy byly zpracovány v programu GraphPadPrism. 
Výsledky mutací FLT3 jsme získali od laboratoře MUDr. Schwarze (ÚHKT), se kterou naše 
laboratoř spolupracovala na vyšetření pacientů s AML. Výsledky analýzy týkající se mutací 
NPM1 jsem získala ve spolupráci s kolegou z laboratoře buněčné fyzilogie Mgr. Kostečkou. 
 
HRMA a sekvenování CEBPA 
High-resolution melting analysis (HRMA) je účinná metoda pro detekci mutací umoţňující 
rychle rozlišit negativní vzorky od pozitivních (mutovaných) pomocí PCR reakce a 
specifického fluorescenčního barviva LC Green plus. Výstupem analýzy jsou křivky tání, 
které pro zvýraznění rozdílu tvaru automaticky software zobrazí jako graf „temperature 
shifted curves“ - křivky srovnané (posunuté „shifted“) do bodu, kde je DNA plně 
denaturována; následuje analýza tvaru křivek a odečtení referenční křivky, tedy získání 
diferenčního grafu („difference curves“) (obr.21,22). 
Efektivnost metody byla nejprve ověřena analýzou exonů genu MYH9 u sedmi pacientů 
s makrotrombocytopenií, kde se HRMA osvědčila jako účinná a spolehlivá metoda (obr.22) 
(41 vzorků z 280 PCR produktů bylo označeno jako odlišných od kontrol, u 5 byla nalezna 
mutace). Poté jsme HRMA pouţili také pro detekci mutací v genu CEBPA. Sekvenováním 
jsme ověřili, ţe HRMA není vhodná pro detekci mutací v genu CEBPA – falešná pozitivita 
dosáhla aţ 60% a rozdíl tvaru křivek tání mutovaných a nemutovaných vzorků nebyl natolik 
výrazný, aby bylo moţné určit, které PCR produkty obsahují mutaci či polymorfismus 









Obr.21 Křivky tání vzorků pacientů analyzovaných na mutace CEBPA v porovnání se vzorky 
zdravých jedinců 
 
Vzorky detekované jako mutované jsou označeny červeně, případně zeleně, vzorky určené jako negativní na 
přítomnost mutace nebo polymorfismu jsou v grafu vyznačeny šedou barvou. 
 
Obr.22 Křivky tání vzorků pacientů analyzovaných na mutace v genu MYH9 v porovnání se 












Vzorky detekované jako mutované jsou označeny červeně, vzorky určené jako negativní na přítomnost mutace 
nebo polymorfismu jsou v grafu vyznačeny šedou barvou. 
 
Sekvenováním jsme analyzovali 295 pacientských vzorků na přítomnost mutace v genu 
CEBPA – 143 pacientů s MDS a 152 pacientů s AML. Z uvedeného počtu pacientů mělo pět 
s diagnózou MDS mutaci v genu CEBPA, polymorfismus byl detekován v genu CEBPA v 51 
případech (tab.13,14). U pacientů s AML jsme detekovali ve 14 případech mutaci v CEBPA a 


































41 0 0 0 1 1 6 2 0 
AML 152 0 0 0 3 1 30 8 14 
MDS 143 0 3 0 1 4 35 8 5 
  
a 
P1-polymorfismus 402 G>A podle GenBank Accesion No. NM_004364 a  
 993 G>A podle GenBank Accesion No. U34070  
b 
P2-polymorfismus 573 C>T podle GenBank Accesion No. NM_004364 a  
 1164 C>T podle GenBank Accesion No. U34070 
c 
P3-polymorfismus 690 G>T podle GenBank Accesion No. NM_004364 a  
 1281 G>T podle GenBank Accesion No. U34070 
d 
P4-polymorfismus 584-589dup podle GenBank Accesion No. NM_004364 a 
















 Změna aminokyselin Komentář 
14618 AML 63/F ND 46,XX,inv(9)[22] 600_1055 del 1191_1646del H200_K352del insQ Deletce  TAD2, DBD a ZIP 
11858 AML 76/F ND 
41-45,XX,complex 
change of karyotype 
924_925insTG 1515_1516insTG E309fsX318 
Změna čtecího rámce mezi 
DBD a ZIP, konec v ZIP 




10741 AML 79/F ND 46,XX[22] 541del 1132del Y181fsX316 
Změna čtecího rámce mezi  
TAD1 and TAD2, 
konec mezi  DBD a ZIP 
B042 AML 48/F M1 46,XX[13] 542_543insA 1133_1134insA Y181X konec mezi TAD1 a TAD2 
10 AML 29/M M1 46,XY,22p+[22] 68del 659del P23fsX159 
Změna čtecího rámce před 
TAD1, 
konec mezi TAD1 a TAD2 
     912_929del 1503_1520del Q305_T310del Delece v DBD 
8 AML 68/F ND 46,XX[22] 68del 659del P23fsX159 
Změna čtecího rámce před 
TAD1, konec mezi TAD1 a 
TAD2 
23 AML 56/M ND 46,XY[22] 61A>G 652A>G S32G Substituce před TAD1 
11460 AML 73/M ND ND 1038_1213del 1629_1804del E347fsX363 
Změna čtecího rámce v 
koncové oblasti a větší 
protein 
     1037_1038insT 1629_1630insT   
15671 AML 80/M ND 46,XY[10]/47,XY,+8[1] 260_411del 851_1002del Q87fsX119 
Změna čtecího rámce a 
konec v TAD2, delece TAD1 
11710 AML 68/M M4 46,XY[22] 392_393insA 983_984insA Y131X 
Stop between TAD1 and 
TAD2 
     912_913insTTG 1503_1504insTTG K304_Q305insL Inserce v DBD 
14747 AML 74/M M4 46,XY[9]/47,XY,+8[13] 722 _746 del 1313_1337del L241fsX313 
Změna čtecího rámce v 
DBD, 
konec mezi DBD a ZIP 
15609 AML 67/M M6 
46,XY[16]/44~54,XY, 
heterodiploidie[4] 
899 G>T 1490 G>T R300L Substituce v DBD 
18 AML 61/M ND 46,XY[22] 656_794del 1247_1385del H219fsX272 
Deletce,změna čtecího 
rámce a konec mezi TAD1 a  
TAD2 
15296 AML 50/F M0 46,XX[5] 238_239insG 829_830insG D80fsX107 
Změna čtecího rámce a 
konec mezi TAD1 a TAD 2,  
terapií indukovaná mutace 
15901 MDS 76/F ND ND 18_389del 609_980del Y7_G130del Delece TAD1 
15523 MDS 25/F ND 46,XX[18] 260_411del 851_1002del Q87fsX119 
Změna čtecího rámce a 
konec v TAD2, delece TAD1 
15899 MDS 75/F ND ND 500_502del 1091_1093del E167del Deletce mezi TAD1 a TAD2 








65/M ND 46,XY[19]/47,XY,+8[3] 1069_1073del 1660_1664del A358fs X420 
Změna čtecího rámce 





                           b
GenBank Accession No. NM_004364.2, 
c
GenBank Accession No. U_34070, ND -  neurčeno 
 TAD = transactivation domain 
 
Nalezli jsme celkem čtyři různé polymorfismy ve skupině českých pacientů s MDS a AML 
(tab.13). Nejčastěji se vyskytoval polymorfismus P3, který byl detekován jak u pacientů 
s MDS, tak i s AML a byl přítomen i v homozygotní formě. Nejvzácnějším typem 
polymorfismu nalezeným u pacientůbyl P1 (tab.13). Kromě polymorfismů uvedených 
v tabulce 12 jsme našli také 25 druhů mutací v genu pro CEBPA (tab.14). Většina nalezených 
mutací byly delece v N-koncové a C-koncové oblasti. Tyto mutace nebyly zjištěny u ţádného 
ze 41 zdravých kontrolních vzorků. 
. 
Obr.23 Křivka přeţití pacientů s AML s mutací v CEBPA 
 
 počet pacientů s AML bez mutace CEBPA - 292 











Obr.24 Křivka přeţití pacientů s AML s mutací v CEBPA, bez mutace ve FLT3 
 
počet netransplantovaných pacientů s AML bez mutace CEBPA a bez mutovaného FLT3 - 169 
počet netransplantovaných pacientů s AML s mutací CEBPA a bez mutovaného FLT3 – 20 
p=0,0584 
 
Obr.25 Křivka přeţití pacientů s AML s mutací v CEBPA, s mutací ve FLT3 
 
počet pacientů s AML bez mutace CEBPA - 292 




Jak ovlivňují mutace  v genu pro CEBPA u pacientů s AML přeţití jsou uvedeny společně se 
zjištěnými mutacemi FLT3 (obr.23-25), neboť ITD mutace FLT3 aktivují oblast 
s tyrosinkinázovou aktivitou receptoru FLT3 přes jeho dimerizaci a autofosforylaci a FLT3 
fosforyluje a inaktivuje C/EBPα [10]. Mutace FLT3-ITD u pacientů jsme získali od laboratoře 




V předešlých studiích jiných laboratoří byly zkoumány heterogenní odpovědi více neţ 10 
lidských myeloidních buněčných linií na TGFβ1 [106-108]. Vliv TGF l na ML2 buněčnou 
linii nebyl dosud zkoumán. Ukázali jsme, ţe buňky myelomonocytární line ML2 jsou odolné 
proti TGF l. 
Rezistence prolifrace buněk ML2 buněk na TGFβ1 není způsobena anti-apoptotickým 
účinkem TGF-βl, který byl nalezen v lidských monocytárních leukemických buňkách U937 
[113]. Jasně jsme ukázali slabý proapoptotický účinek TGFβ1 na buněčnou linii ML2, za 
který je zodpovědný receptor pro TGFβ1 I.typu - TβRI (ALK5), o čemţ jsme se přesvědčili 
pouţitím specifického inhibitoru ALK5 (SB431542).TGFβ1 vyvolává zánik buňky pouze u 
určitých typů buněk, v určitém stadiu diferenciace, přičemţ velmi záleţí na přítomnosti či 
nepřítomnosti jiných růstových faktorů v inkubačním médiu [114-115]. Všechny sloţky 
signalizační dráhy TGFβ1 (receptory a Smad proteiny) a všechny cílové geny této dráhy byly 
detekovány na úrovni mRNA v buňkách ML2. TGFβ1 nemá ţádný signifikantní účinek na 
expresi těchto genů (RhoA, cdc25A, VEGF) v buněčné linii ML2. Nicméně, TGFβ1 stimuluje 
transkripci genu VEGF u jiných druhů buněk [116-117]. RhoA a jeho efektorová kináza 
pl60
Rock
  přímo inhibují aktivitu cdc25A a tím navodí zastavení bunečného cyklu 
v epiteliálních buňkách ošetřených TGFβ1 [52]. Tedy signalizační dráha RhoA nezávislá na 
proteinech Smad je hlavní příčinou, proč TGFβ1 inhibuje buněčný cyklus v epiteliálních 
buňkách. Nedávno bylo zjištěno, ţe RhoA/ROCK dráha j nezbytná pro zvýšení p2l
Waf1/Cip1
 a 
sníţení c-myc proteinu  [118]. Skutečnost, ţe hladina mRNA RhoA nereaguje na TGFβ1 
v buňkách ML2, můţe také přispět k resistenci proliferace buněk ML2 na TGFβ1. SnoN je 
jaderný korepresor pro Smad4, který interaguje s ostatními transkripčními korepresory a 
HDAC [119,120]. Vzhledem k tomu, ţe jsme zjistili zvýšenou hladinu SnoN na úrovni 
proteinu po přidání TGFβ1, je moţné, ţe se SnoN podílí na resistenci buněk ML2 na TGFβ1. 
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Ve většině buněk TGFβ1 indukuje degradaci SnoN [117,118]. Neschopnost TGFβ1 
degradovat SnoN můţe vést k resistenci na inhibiční účinek TGFβ1 na buněčný cyklus [121]. 
Nicméně, inhibitory proteazomů a kombinace těchto inhibitorů s TGFβ1 zvyšují hladinu 
proteinu SnoN v buňkách ML2 ve větší míře neţ samotný TGFβ1. Přímý důkaz, ţe se SnoN 
podílí na resistenci buněk ML2 na proliferační účinek TGFβ1 můţe být dokázáno v dalších 
pokusech, zejména při pouţití stabilní antisense SnoN transfekce nebo anisomycinu 
[122,123]. Anisomycin, antibiotikum izolované z Streptomyces griseolus, je schopné sníţit 
SnoN působením proteazomů ale mechanismem nezávislým na Smad a MAPK aktivaci [123]. 
Sníţení SnoN přes tyto sloţky signalizační dráhy můţe vést k inhbici buněk ML2 na 
proliferační účinek TGFβ1. 




 v buňkách ML2 bez 
TGFβ1 a po působení TGFβ1 24h. Tento fakt můţe také přispět k resistenci buněk ML2 na 
TGFβ1 indukovanou inhibici růstu. Protein p2l
Waf1/Cip1
 je indukován v případě diferenciace 
buněk ML2 ale je nedetekovatelný v neindukovaných buňkách ML2 [124]. Inhibitor cyklin-
dependentních kináz p2l
Waf1/Cip1





, jsou nestabilními proteiny degradovaný proteazomech [126,127]. Metodou western 
blotu nebylo zjištěno detekovatelné mnoţství těchto proteinů v buňkách ML2 ošetřených 
inhibitory proteazomů. 
TGFβ1 inhibovalo syntézu DNA pouze v buňkách Kasumi1 ale u ostatních buněčných linií uţ 
ne. Bortezomib (10nM), jako potenciální inhibitor syntézy DNA u všech čtyř typů 
leukemických buněčných linií, indukoval apoptózu v největší míře u buněk CTV1, dále pak u 
Kasumi1 a ML2, ale ne u buněk ML1 (obr.7). Buňky linie Kasumi1 a ML2 byly také citlivé 
k indukci apoptózy vyvolané působením TGFβ1 (TGFβ1 byl nejúčinnější v indukci apoptózy 
u linie ML2), ale v menší míře neţ  bortezomib. Kinetika apoptózy u jednotlivých buněčných 
linií byla rozdílná a apoptóza způsobená TGFβ1 byla slabší oproti bortezomibem vyvolané 
apoptózy. Proapoptotický účinek bortezomibu byl navozen jiţ v čase 24h působení na rozdíl 
od apoptotického účinku TGFβ1, který vzrůstal v celém měřeném časovém intervalu 0-96h 
inkubace a byl značně menší. Bortezomib o různých koncentracích indukoval po působení 
24h kaspázu-3 v buňkách ML2 (obr.9), ale jenom vyšší koncentrace bortezomibu indukovala 
kaspázu-3 po 48h v buňkách linie Kasumi1 (obr.10). Pouţití kombinace bortezomibu a 
TGFβ1 zvýšilo apoptotický účinek proti samotnému bortezomibu u buněk linie ML2 na rozdíl 




Naše výsledky ukazují antiproliferační a proapoptotický účinek bortezomibu v lidských AML 
buněčných liniích. Rozdílná citlivost lidských buněčných linií k TGF 1 a bortezomibu odráţí 
chování primárních leukemických buněk u pacientů, u nichţ je velkým problémem 
různorodost onemocnění daná mnoţstvím genetických změn a profily imunofenotypu. Pouţití 
inhibitorů proteazomů v terapii bude tímto limitováno. 
V uplynulých letech vědci věnovali pozornost a snaţili se nalézt molekulární markery, 
pomocí nichţ by mohli předpovídat průběh onemocnění pacientů s AML a MDS. Jde 
především o pacienty s normálním karyotypem. Takovými negativními prognostickými 
markery jsou právě EVI1, ERG a MN1. 
Analyzovali jsme stovky vzorků pacientů s MDS a AML na expresi mRNA genů EVI1, ERG 
a MN1 a kromě MN1 jsme potvrdili jejich klinický význam jako negativních prognostických 
faktorů u těchto hematologických malignit. 
U pacientů s MDS jsme sledovali pouze zvýšenou expresi EVI1, která je u nich špatným 
prognostickým znakem a to jak u pacientů s normálním karyotypem, tak i u pacientů 
s chromozómálními přestavbami [15-18]. Zvýšenou expresi jsme našli u 101 pacientů 
s prokázaným nebo suspektním MDS z 556 analyzovaných vzorků, tedy 18% pacientů bylo 
pozitivních na overexpresi EVI1. Tento počet je niţší oproti literatuře (29% [128]). U 
pacientů s AML mělo zvýšenou expresi EVI1 14% (64 z 436 vyšetřených pacientů). Zjištěné 
číslo se také neshoduje s údaji uváděnými v literatuře, kde obvykle dosahují okolo 8% [129]. 
Pokud jde o karyotyp, analyzovali jsme zhruba stejný počet pacientů s normálním i 
změněným karyotypem u AML, u MDS bylo více pacientů s normálním karyotypem, 
nepočítáme-li pacienty se zvláštním typem MDS 5q- (včetně delece 5q- jsme vyšetřili více 
pacientů MDS se změněným karyotypem). Uvedený počet pacientů u grafů s křivkami přeţití 
neodpovídá celkovému mnoţství analyzovaných, protoţe ne u všech pacientů byla známa 
cytogenetika. Zvýšená exprese mRNA zkoumaných prognostických faktorů byla nalezena ve 
stejné míře u obou skupin, s vyjímkou EVI1 u pacientů s MDS, u kterých byla detekována 
zvýšená exprese EVI1 více u pacientů s různými chromozómálními aberacemi. V délce přeţití 
se příliš nelišili pacienti se zvýšeným EVI1 se změněným karyotypem od těch s normálním 
karyotypem: průměrná délka přeţití pacientů s AML s normálním karyotypem byla 20 
měsíců, AML s chromozómálními přestavbami 18 měsíců; u MDS byl rozdíl o něco větší: 
MDS pacienti s normálním karyotypem měli průměrnou délku přeţití 13 měsíců, MDS se 
změněným karyotypem 17 měsíců. EVI1 jako negativní prognostický marker vyšel statisticky 
signifikantní; pacienti se zvýšenou expresí mRNA pro EVI1 přeţívali kratší dobu (obr.13,14). 
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Také u zvýšené exprese hladiny mRNA pro ERG se nám podařilo prokázat , ţe je špatným 
prognostickým znakem. Pacienti AML se zvýšenou expresí ERG přeţívají kratší dobu oproti 
pacientům s normální expresí ERG (obr.15). Co se týká odlišnosti karyotypu při zvýšené 
expresi ERG, v tomto případě pacienti AML s normálním karyotypem přeţívali v průměru 34 
měsíců, s chromozómálními přestavbami 25 měsíců. Podobné hodnoty jsme získali i u 
pacientů se zvýšeným MN1 (36 a 26 měsíců). Velkým překvapením byli AML pacienti, kteří 
měli zároveň se zvýšenou expresí ERG také zvýšenou expresi MN1, neboť jejich prognóza se 
v delším časovém období výrazně zlepšila (obr.16). Tyto výsledky naznačovaly, ţe MN1 u 
pacientů s AML by nemusel být negativním prognostickým faktorem, jak uvádí literatura 
[14,83-85], nýbrţ pozitivním prognostickým znakem. Obrázky křivek přeţití pacientů se 
zvýšenou expresí MN1 (obr.17-20) tuto hypotézu potvrzují, ikdyţ nejsou statisticky 
významné, trend je z nich zřejmý – MN1 nevychází jako prognosticky špatný marker, pávě 
naopak. Ve spojení s nepřítomností mutace NPM1 nebo především FLT3, je vliv MN1 vidět 
ještě lépe (obr.19-20). 
Vzorky pacientů s MDS a především AML jsme analyzovali také na přítomnost mutace 
v genu CEBPA. Z důvodu analýzy velkého mnoţství vzorků jsme chtěli vyuţít metody high-
resolution melting analysis (HRMA), coţ je rychlá technika detekce mutací schopná 
porovnáním vzorků pacientů se vzorky zdravých jedinců (kontrola) označit během pár minut 
vzorky pozitivní na přítomnost mutace, případně polymorfismu. Nemuseli bychom tedy 
sekvenovat všechny vorky pacientů, ale pouze ty, které by HRM analýzou byly označeny jako 
odlišné od kontroly (vzorek bez mutace a polymorfismu v genu CEBPA). Účinnost a 
spolehlivost metody byla nejdříve ověřena skríningem sedmi pacientů s makrotrombocyto-
penií na přítomnost mutace v genu MYH9 (obr.22). Odlišný gen byl zvolen proto, ţe 
laboratoř, kde testování HRMA probíhalo, se zaměřila na trombocytopenie. Vzorky označené 
jako mutované byly sekvenovány. Falešná pozitivita dosáhla sice téměř 13%, ale vzhledem 
k velkému počtu vzorků bylo toto procento akceptovatelné. Pokud bychom zaznamenali 
stejnou falešnou pozitivitu v případě mutačního skríninku CEBPA, znamenalo by to 
osekvenování 38 vzorků navíc. Bohuţel v případě analýzy vzorků na přítomnost mutace 
CEBPA dosáhla falešná pozitivita 60% a rozdíl tvaru křivek tání vzorků pacientů v porovnání 
s kontrolou, který by měl být zřejmý na první pohled, nebyl natolik výrazný, aby bylo moţné 
určit, které PCR produkty obahují mutaci či polymorfismus (obr.21). Selhání HRMA mohlo 
být způsobeno rozdělením amplifikovaných částí genu CEBPA na více PCR produktů (více 
neţ jeden prouţek na gelu); u genu MYH9 byl přítomen vţdy pouze jeden PCR produkt. 
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Oproti zvýšené expresi EVI1 a ERG, mutace v genu pro CEBPA jsou povaţovány za 
prognosticky příznivý faktor [130,131]. Pacienti AML s mutací/emi CEBPA dosahují 
srovnatelného přeţití s pacienty bez mutovaného CEBPA; tento trend se pomalu mění po déle 
jak pěti letech (obr.23). Pokud pacienti nemají mutované FLT3, je pozitivní vliv mutací 
CEBPA ještě markantnější (obr.24). FLT3, který je velmi silným negativním prognostickým 
faktorem, pozitivní účinek CEBPA ruší (obr.25). 
Našli jsme 22 nových, dosud nepopsaných mutací v genu CEBPA a tři jiţ známé mutace 
(68delC, 912_913insTTG, 311_313del [40,101,132,133]) (tab.14). Mutaci 68delC popsal 
poprvé Smith [133] u tří členů rodiny. Tato mutace způsobuje ztrátu jednoho cytosinového 
zbytku mající za následek posun čtecího rámce na N-konci (stop kodón mezi TAD1 a TAD2) 
a tím zkrácení 42kDa formy C/EBP a nadprodukci 30kDa isoformy, která postrádá první 
transaktivační doménu (TAD1), ale zachovává si TAD2, DBD (DNA binding domain) a ZIP 
oblasti. V důsledku toho CEBPA ztrácí svou funkci, coţ je spojováno s latentním průběhem 
onemocnění (10 aţ 30 let) a pozdějším propuknutím AML. 
Mutace CEBPA byly nalezeny u pacientů s AML s frekvencí přibliţně 5-14% a všechny byly 
heterozygotní. N-koncová mutace bez posunu čtecího rámce 311_313del dává vzniknout 
proteinu velmi podobnému 30kDa isoformě C/EBP Mutace CEBPA na N-konci s posunem 
čtecího rámce (uvedené v tab.14 u pacienů 11710, 15523, 15671) jsou spojovány se vznikem 
zkrácené formy C/EBP  a ztrátou jeho funkce.Na druhou stranu, tento zkrácený protein 
nemůţe dimerizovat s 42kDa C/EBP a inhibuje jeho funkci. 
Některé mutace na C-konci C/EBP způsobují ztrátu původního stop kodónu a tím posun 
translační oblasti (mutace u 11460, 14849, 15613 v tab.14). Výsledkem je větší protein, který 
obsahuje všechny funkční domény, ale jeho schopnot dimerizovat můţe být pozměněna nebo 
úplně chybět. 
Uvedené delece jsme nenalezli jenom u pacienů s MDS a AML, ale také u pacientů například 
s CML a ischemickým onemocněním. Tyto mutace měly obvykle společné tyto znaky: 1. 
ohraničení dvou- nebo vícenukleotidovými repeticemi, 2. obvykle zachovaný čtecí rámec, ale 
ne vţdy, 3. ztráta jedné z repeticí delecí. Frekvence výskytu delecí závisí na velikosti 
hraničních repeticí. Asi nejčastější repeticí je 508_906del. Ohraničena je desetinukleotidovou 
repeticí GCCAAGCAGC (508-517_907-916). Delece tohoto typu se vyskytují jen u malého 
procenta buněk a proto jsou jen těţko detekovatelné. Nejlépe se detekují v cDNA, protoţe 
mají narušenou autoregulaci transkripce a tvoří tedy vyšší procento RNA, neţ by odpovídalo 
jejich četnosti na úrovni buněk. Častý výskyt více delecí společně u jednoho pacienta 
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naznačuje, ţe mají původ v poruše některého z opravných mechanismů pravděpodobně 
častějším výskytu nedostatečného crossoveru. 
Změny struktury C/EBP v důsledku uvedených delecí většinou znamenají ztrátu funkce 
oblasti BR a leucinového zipu a tím i funkce transkripčního faktoru C/EBPα a jeho 
antiproliferační aktivity.  
Naše výsledky potvrzují význam dalších necytogenetických metod pro získání informace o 
prognóze pacienta především s normálním karotypem. 
 
 ZÁVĚR 
Vliv TGF 1 na hladinu mRNA příslušných cílových genů většinou odpovídá běţnému 
působení tohoto cytokinu u řady typů buněk. Účinek TGF 1 na proliferaci buněk ML2 
neodpovídá inhibičnímu účinku na proliferaci buněk. Buňky ML2 jsou resistentní na anti-
proliferační vliv TGF 1. Z dosaţených výsledků se domníváme, ţe tato skutečnost je 
způsobena stimulací hladiny mRNA onkoproteinů. 
Tato práce přináší první důkaz, ţe abnormálně zvýšená hladina SnoN a nedetekovatelná 




 v buňkách ML2 můţe 
vést k resistenci proliferace buněk na inhibiční účinek TGFβ1. Látky, které jsou schopny 
obnovit normální hladinu těchto proteinů, mohou zastavit resistenci proliferace buněk na 
inhibiční účinek TGFβ1 a mohly by být v budoucnu vyuţity jako chemoterapeutika. 
Otázku, zda je třeba u pacienta s AML a normálním karyotypem při detekované nepřítomnosti 
negativních prognostických faktorů (zvýšené exprese genů ERG, EVI1) podstoupit 
transplantaci kostní dřeně, je nutno řešit komplexně. Samozřejmě je nutné posoudit i další 
negativní prognostické faktory jako jsou mutace MLL, FLT3-ITD, eprese BAALC a 
samozřejmě i stáří pacienta. Při nepřítomnosti nepříznivých prognostických faktorů, zejména 
mutací tyrosinové kinázy FLT3, se zvláště v případech přítomnosti mutace v NPM1  dnes ve 
světě k transplantaci nepřistupuje.  
Zhodnocením všech uvedených prognostických fatorů, ať uţ negativních jako jsou ERG, 
EVI1, FTL3, či pozitivních jako mutace v CEBPA, lze získat komplexní obraz, který by měl 
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Patients with near-tetraploid acute myeloid leukemia (NT-AML) typically have a poor 
survival. We present the case of 67-year-old Caucasian male with NT-AML M0 who had an 
unusually long first complete remission of 51 months and overall survival 80 months. The 
only characteristic distinguishing him from other previously described patients with NT-AML 
was the absence of erythroblastic and/or megakaryocytic dysplasia (EMD) at diagnosis. 
Molecular-genetic testing for AML fusion transcripts associated with favorable prognosis 
(PML/RARα, AML1/ETO, CBFβ/MYH11) were negative, as were other prognostic markers 
like MLL-PTD, FLT3-ITD, or mutations of FLT3-D835, NPM1 or CEBPA. Expression 
studies of ERG, MN1 and EVI1 revealed overexpression of ERG only. The absence of EMD 
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The European Group for the Immunological Characterization of Leukemias (EGIL) reported 
25 patients with rarely occurring near-tetraploid acute myeloid leukemias (NT-AML). They 
showed that these patients exhibited erythroblastic and/or megakaryocytic dysplasia (EMD) in 
bone marrow smears and had a poor overall survival after chemotherapy with a median of 4 
(range: 0.1-32) months [1]. Other smaller series of NT-AML cases showed a similarly poor 
survival with the longest one being 41 months after chemotherapy alone [2-7]. The only 
exceptions are the patients with acute promyelocytic leukemia with tetraploid clones (NT-
AML M3) who may experience long-term survival after all-trans retinoic acid (ATRA) 
combined with chemotherapy [8]. 
Here we report on a 67-year-old male with NT-AML M0 and the unusually long 1st complete 
remission (CR) duration and overall survival, 51 and 80 months, respectively.  We present 
detailed characteristics of his leukemic cells and of their clonal development.  
 
Patient and Methods  
The diagnosis of AML M0 was established according to the FAB criteria [9]. Standard 
morphological examinations for dysplastic features, cytochemical, flow cytometry (FCM), 
and granulocyte-macrophage progenitors (CFU-GM) examinations of bone marrow cells at 
diagnosis and during the course of the disease were performed as described previously [3, 10]. 
 Conventional G-banded chromosomal analysis was carried out on bone marrow 
samples cultivated for 24 hours in RPMI 1640 medium with 10 % of fetal calf serum without 
mitogen stimulation. Chromosomal preparations were made according to standard techniques 
using colcemide, hypotonic treatment, fixation in methanol/acetic acid and G-banding with 
Wright stain. Karyotypes were described according to the International System of Human 
Cytogenetic Nomenclature [11]. 
 Interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH) using the locus specific probes 
(LSI) for RB1 and AML1 genes (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) was performed to 
confirm the trisomy/tetrasomy of chromosomes 13 and 21, respectively. Cells were 
counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). For hybridization and post-
hybridization washes, the manufacturer’s protocols were followed. All available mitoses and 
200 interphase nuclei were analyzed using an Axioplan 2 Imaging microscope (Zeiss) 
equipped with computer analysis system (ISIS, MetaSystems). 
Molecular-genetic analyses were performed only on cDNA obtained by reverse transcription 
of RNA isolated from the bone marrow mononuclear cells cryopreserved at diagnosis. The 
presence of fusion transcripts PML/RARα, AML1/ETO, and CBFβ/MYH11 was analysed 
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using single-step PCR and 2 % agarose gel electrophoresis as described previously [12]. The 
same applies also to the detection of the ITD in JM domain of the FLT3 gene. The D835 
mutations in the FLT3 TK domain were detected using EcoRV restriction analysis of PCR 
products. All the primers used were described in detail elsewhere [12, 13]. Furthermore, we 
examined the presence of mutations in the CEBPA [14] and NPM1 [15] genes and of 
intragenic MLL abnormalities such as partial tandem duplications (MLL-PTD) by direct 
sequencing [16, 17]. The expression of the ETS-related gene ERG [18], MN1 [19] and EVI1 
[20] genes was evaluated using real-time PCR using SYBR Green Jumpstart Taq Ready Mix 
(Sigma-Aldrich). Values for ERG, MN1 and EVI1 expression were normalized against that of 
the GAPDH control gene. More than 5.0 fold upregulated gene expression in comparison with 
the median values of its expression in mononuclear cells isolated from the bone marrow of 
healthy age-matched individuals was marked as overexpression.  
Case report 
A 67-year-old male presented with progressive weakness of 6-week-duration and increased 
temperature in last few days to hematology clinic on October 12, 1995 (Table 1). He was 
transferred as de novo AML to the Institute of Hematology and Blood Transfusion (IHBT) in 
Prague, because of changes in his complete blood count (CBC) that were absent 10 weeks 
earlier. Blood chemistry showed increased LDH 46 (normal up to 8.6) μkat/L, CRP 72 (10) 
mg/L, borderline AST and bilirubin. Somatic examination was normal. 
Hematological examinations led to the diagnosis of NT-AML M0 because of bone marrow 
infiltration with 93.6 % undifferentiated blasts (Table 1) when 26 % of them were very large 
ones with a diameter larger than 3 erythrocytes (NT-blasts, Fig. 1). They had a high nucleo-
cytoplasmic ratio, round to slightly irregular nuclei with 1-7 nucleoli, basophilic cytoplasm 
without granules and with single or more vacuoles in 48 % of them. Dysplastic changes [5, 
10, 21] were found only in 11 % erythroblasts (Fig. 2), 24 % neutrophils and only one of 4 
megakaryocytes; all these changes were below the limits for the diagnosis of lineage dysplasia 
in any lineage [21, 22]. Cytochemical examinations revealed that blasts were negative for 
peroxidase and alpha-naphtyl butyrate esterase. Immunophenotyping of the blasts showed 
positivity for CD34, HLA-DR and myeloid-lineage associated antigens CD11b, CD13, CD15, 
CD33, and negativity for CD14, glycophorin A, and lymphoid markers: CD2, CD3, CD4, 
CD5, CD7, CD10, CD19, CD20, and CD22. The expression of myeloperoxidase antigen in 
blasts was not tested by FCM. Cytogenetic examinations of two different specimens of the 
bone marrow at diagnosis proved a near-tetraploid karyotype with various gains in most 
metaphases and 20-40% of normal metaphases (Table 1). Growth of granulocyte-macrophage 
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colonies and clusters (CFU-GM) was low at diagnosis (Table 1). Molecular-genetic analyses 
of diagnostic bone marrow leukemic blasts for the presence of PML/RARα, AML1/ETO, 
CBFβ/MYH11 as well as for FLT3 (both ITD and the D835 mutation), CEBPA and NPM1 
genes mutations or MLL-PTD gave negative results. Only ERG overexpression was found 
with the 9-fold increase of ERG mRNA/GAPDH mRNA in comparison with age-matched 
healthy controls while MN1 and EVI1 expression was normal. 
Chemotherapy 3/7 with daunorubicin (DNR) 45 mg/m2/day i.v. on days 1, 3, and 5, plus 
cytosine arabinoside (Ara-C) 100 mg/m2/3-hour infusion i.v. every 12 hours for 7 days [21] 
was started on October 17 and induced CR as proved with CBC and cytological, FCM, 
cytogenetic, and CFU-GM bone marrow examinations on November 14 (Table 1). The 2nd 
cycle 3/7 was initiated on November 17, and the 3rd on January 21, 1996. It was followed by 
a long neutropenia and severe mycotic bronchopneumonia. Although it was finally 
successfully treated but prevented further administration of chemotherapy. Immunotherapy 
with interleukin-2 (Il-2) was considered an option to prolong CR duration..Thus he started the 
first cycle with IL-2  0.2 x 106 IU/m2 b.i.d. s.c. for 21 days since May 28, 1966. Further four 
IL-2 cycles were given since August 14, 1996 to March 19, 1997.  He remained in CR with 
for 51 months with normal CBC and normal bone marrow findings – the last one in October 
1999. 
  In February 2000 he became tired and weak due to anemia as a part of pancytopenia 
(Table 1). Bone marrow examination showed a relapse of AML with 44 % of blasts with a 
change of the leukemic clone. The bone marrow blasts partially matured to promyelocytes, 
myelocytes and atypical neutrophils (75 % dysplastic - DysG) and a part of them had 
azurophilic granules. Dysplasia of erythroblasts (42 %) above the 25 % limit was found [21-
22]. The growth of CFU-GM has changed to the low numbers of colonies and high numbers 
of clusters – the so called “leukemic type” of CFU-GM growth (Table 1). About 9 % of cells 
were large NT-blasts roughly corresponding to the minority of the NT-metaphases (5/27) and 
17 % and 20 % tetraploid interphase nuclei found by I-FISH with RB1 and AML1 probes, 
respectively.   
The reinduction chemotherapy miniIDIA with Ara-C 500 mg/m2/3-hour infusion every 12 
hours for 8 doses and idarubicin 10 mg/m2 on days 4 and 5 was started on March 7, 2000. It 
caused prolonged neutropenia complicated with a mycotic bronchopneumonia treated with 
anti-mycotic therapy and G-CSF. He achieved a hematological partial remission with 
persisting NT-metaphases. Additionally, two new karyotypic clones not detected by FISH 
methods in the diagnostic specimens were found:  47,XY,+21, and 47,XY,+13 (Table 1). On 
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May 17, 2000, the 2nd cycle miniIDIA was started that led to normal CBC without further 
complications. In October 2000 a drop of platelets to 66 x 109/L was noted and a further CBC 
deterioration on November 23, 2000, with platelets 46 x 109/L and Hb 113 g/L. Another cycle 
of IL-2 was initiated. 
The 2nd relapse of AML with 38 % bone marrow blasts and lower expression of CD34 (7 %) 
was diagnosed on January 24, 2001 (Table 1). The morphology of the blood leukemic cells 
had changed to abnormal maturation in the neutrophilic and monocytic lineage. The 
differential of peripheral blood leucocytes showed 50-75 % abnormal mostly mature 
neutrophilic cells, 15-31 % monocytoid cells, and 1-18 % blasts. In the bone marrow similar 
morphological changes were found. Trilineage dysplasia was present. The disease resembled 
rather a chronic (or subacute, with increased numbers of blasts) myelomonocytic leukemia 
with high numbers of CFU-GM capable of colony formation in vitro at this phase (Table 1). 
Trisomy 13 prevailed as the only abnormal karyotypic clone at the 2nd relapse.  
The patient opted for therapy with mercaptopurine (Mp) 50 mg tablet every other day as an 
outpatient and since June 2001 with 75-100 mg of Mp a day till March 2002. His CBC was 
satisfactory without any need for transfusions. His good clinical status showed a slow 
progressive worsening (tiredness, infections) from October 2001. Since March 2002 his AML 
became refractory to Mp and he became red cell transfusions dependent. He did not respond 
to hydroxyurea 1000 mg/day. In May 2002 palliative therapy with Ara-C 100 mg/m2/day in 
continuous infusion for 5 days and one dose of idarubicin 8 mg/m2 was administered for 
WBC 153 x 109/L but it caused only a few weeks lasting WBC decrease. He died of AML 
progression, terminal respiratory insufficiency and hemorrhagic diathesis on June 26, 2002. 














Tab.1. Blood and bone marrow findings at diagnosis and during the course of AML 
 
Table 1. Blood and bone marrow findings at diagnosis and during the course of AML  
              
Date Clinical Blood    Bone marrow        
 status Hb WBC Blasts Plts Blasts Erybl DysE DysMg DysG CD34 Karyotype  CFU-GM  




/L % % %  % %  colonies clusters 
                
12.10.95 Dg. 139 52.9 ND 108 85.0 2.0 11 1/4 24 72 92~95<4n>,XXYY,inc [cp19]/46,XY[5]      1       3  low 
                 
16.10.95  " 140 62.4 73 67 93.6 0.4    ND 92~95<4n>,XXYY,inc[cp12]/46,XY[8]      6       4  low 
               
14.11.95 1st CR 116 5.9 0 427 3.3 20.0    ND 46,XY[20]   120    155 norm 
              
04.04.96 " 133 6.2 0 224 2.0 41.2    3.5 46,XY[20]     18     25 bord 
              
19.05.99 " 151 6.4 0 149 2.0 17.2    2 46,XY[20]     85     55 norm 
              
                     
22.02.00 1st rel. 75 2.9 0 58 44.0 9.8 42 1/2 80 34 92<4n>,XXYY[5]/46,XY[22]      10    261 leuk 
                 
02.05.00 PR 105 7.5 1 236 8.0 19.5    ND 47,XY,+21[11]/47,XY,+13[2]/      44    171 bord 
               92<4n>,XXYY[2]/46,XY[11]   
              
24.01.01 2nd rel. 116 10.8 1 24 38.0 13.5 40 9/12 74 7 47,XY,+13[20]     307   200 high 
               
26.06.01 " 127 18.2 9 65 10.2 4.5    ND 47,XY,+13[12]     149   252 high 
                 
28.11.01 " 104 20.8 11  40 18.0 6.0    2 47,XY,+13[20]     476   446 high 
              
06.05.02 " 84 153.3 17 44 23.6 0    16 47,XY,+13[22] ND 
               
24.06.02 Exitus 88 189.8 17 18             
               
Blasts - blasts, promyelocytes, and promonocytes. Erybl - erythroblasts. DysE - dysplastic erythroblasts, DysMg - number of dysplastic/total 
number of examined megakaryocytes. DysG - dysplastic granulocytes. CR - complete remission, PR - partial remission, rel. - relapse. 
CFU-GM: numbers of colonies (normal 20-150) and clusters (normal 20-150)/10
5




We report an elderly patient with NT-AML M0 and unexpectedly long survival of 80 months. 
Only patients with NT-AML M3 might be associated with such a long survival [8] but the 
undifferentiated morphology of leukemic cells contradicted AML M3. Furthermore, 
PML/RARA fusion transcripts were not found in the case. Many features of this patient like 
morphology, CD34 expression, low growth of CFU-GM, and higher age corresponded to NT-
AML most frequently found in European patients [1, 5] but his bone marrow cells did not 
exhibit EMD. It seems that the absence of EMD was associated with his longer unexpected 
survival. The absence of EMD was associated with a good response to 3+7 standard dose 
chemotherapy and better survival in AML patients with karyotypes associated with an 
intermediate prognosis [21-24], with normal karyotypes in AML patients under 65 years of 
age [25] or even above 80 years of age [26].  
Molecular-genetic analyses of leukemic blasts did not reveal any molecular marker associated 
with a favorable prognosis as CEBPA or NMP1 mutations. The only adverse molecular 
marker detected was the overexpression of ERG gene in his leukemic blasts. That had been 
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previously associated with a worse prognosis in patients with AML and a complex or normal 
karyotype [18, 27] but it may only reflect his immature M0 type of AML [18].  
If administration of low-doses of IL-2 contributed to a longer 1st CR in our patient remains 
unclear but a low dose IL-2 regimen in patients over 60 years old with AML in 1st CR did not 
improve CR duration or overall survival in the largest published study [28].    
Another interesting finding was the clonal selection and development during the course of 
disease as proved by cytogenetic, morphological, FCM, and CFU-GM findings. 
At diagnosis only 26 % of blasts were the morphologically large NT-blasts with a growth 
advantage in the cytogenetic culture media and the majority of the leukemic blasts on smears 
were of the smaller size with a probable karyotype in the near-diploid range. Such findings 
are typical for NT-AML at diagnosis [1, 3, 5] and point to genetic diversity of genetically-
distinct leukemia-initiating cell subclones [29, 30]. Normal karyotype,  normal growth of 
CFU-GM with normal morphological and FCM results were found in complete remission.   
Only a minority of metaphases showed near-tetraploid karyotype at the first relapse. 
Morphological changes of blasts and dysplastic features in the granulocytic and erythroblastic 
lineages pointed to clonal selection of a different NT-subclone.,with a different type of the 
CFU-GM growth, too...At the partial remission after the first reinduction chemotherapy three 
abnormal clones were found of which two newly appeared (Table 1). The new cell clone with 
trisomy 21 was found only at this examination.The clone with trisomy 13 later prevailed as 
the only abnormal karyotypic clone at the 2nd relapse and persisted till the death of the 
patient. FISH studies performed on bone marrow cells cryopreserved at diagnosis did not 
prove the presence of a cell clone with trisomy of chromosome 13 or 21, At the 2nd relapse 
the change of karyotype was again associated with changes in leukemic cells  morphology, 
phenotype and CFU-GM growth. Causes of these clonal changes remained unclear but they 
might be usual as proposed by the multi-clonal evolution model of leukemogenesis [29, 30], 
especially in NT-AML.The administered chemotherapy might have contributed to them. 
  Trisomy 13 became the only abnormal clone at the 2nd relapse. It is interesting that 
tetrasomy 13 was associated with near-tetraploid metaphases and AML M0 in two elderly 
patients; trisomy 13 with monosomy 21 in another 74-year-old lady with NT-metaphases and 
AML M0 [31]. The survival of these 3 patients was not reported. Another case with NT-AML 
M7 plus two extra chromosomes 13 and EMD has been described [1]. 
 The absence of EMD is a typical feature of AML M3 [21], another type of NT-AML 
associated with a favorable survival [8]. The frequency of NT-AML is about or below 1 % of 
all AML [6]. We diagnosed and treated 5 patients with NT-AML among approximately 500 
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patients with primary or secondary AML at IHBT, Prague, between 1981 and 2000 [3, 5]. 
Four of them exhibited EMD and had a poor survival. This case was the only one without 
EMD and had a prolonged survival. That points to the rare occurrence of this subtype in about 
0.1-0.2 % of all AML. Similar cases of NT-AML without EMD may shed more light on this 
very rare subtype including prognosis and associated molecular changes. 
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Fig.1. Seven leukemic blasts from the diagnostic bone marrow. Three blasts are large with 
large nuclei, i.e. near-tetraploid, the remaining smaller four have the DNA content and 
number of chromosomes in the near-diploid range. Blasts are unclassifiable by morphology 







Fig.2. One very large (near-tetraploid) blast with many cytoplasmic vacuoles, two smaller 
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Neprokázali jsme ţádnou mutaci v kódujících oblastech genů signální  dráhy TGF 1, ale 
zjistili jsme sníţenou nebo nedetekovatelnou expresi těchto analyzovaných genů. Sníţená 
exprese je zřejmě způsobena epigenetickými změnami, tedy hypermetylací a deacetylací 
promotorových oblastí těchto genů. Antiproliferační a apoptotický účinek TGF 1 byl testován 
na liniích AML (ML1, ML2, CTV1 a Kasumi1). Rezistence ML2 buněk k inhibici DNA 
syntézy pomocí TGFβ1 je způsobena jinými faktory neţ mutacemi genů signalizační dráhy 
TGFβ1.Zjistili jsme, ţe zvýšená exprese genu pro SnoN (Ski-like novel gene) na úrovni 
mRNA i proteinu je zřejmě důvodem této rezistence. Buňky linie Kasumi1 a ML2 byly citlivé 
k indukci apoptózy vyvolané působením TGFβ1, ale v menší míře neţ  při působení 
inhibitoru proteazomu, bortezomibu. Rozdílnost odpovědí AML buněk jednotlivých linií 
odráţí velkou heterogenitu akutní myeloiní leukémie (AML) u pacientů s AML. 
Analýza prognostických faktorů AML s normálním karyotypem potvrdila, ţe mutace genu 
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) jsou příznivým prognostickým faktorem a 
naopak zvýšená exprese genů pro EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1") a ERG  (“ETS-
related gene”) jsou nepříznivým prognostickým faktorem. EVI1 je také negativním markerem 
u myelodysplastického syndromu (MDS). Nepotvrdili jsme výnam zvýšené exprese genu 
MN1 (“Meningioma 1“) jako negativního prognostického faktoru. 
 
Abstract 
We did not find mutation in coding areas of genes for components of TGFbeta1 signaling 
pathway but we detected decreased or undetectable expression of these analysed genes.The 
decreased expression is probably caused by epigenetic changes, so by hypermethylation and 
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deacetylation of promoter regionsof these genes.Antiproliferative and apoptotic effect of  
TGF 1 was analysed in AML cell lines (ML1, ML2, CTV1 and Kasumi1). ML2 cells 
rezistence to inhibition of DNA synthesis by TGFβ1 is not caused by mutations of genes for 
components of  TGFβ1 signaling pathway. We found that increased SnoN (Ski-like novel 
gene) expression on the level of coresponding mRNA and protein is probably accountable for 
this rezistence. Kasumi1 and M2 cells were sensitive to induction of apoptózis caused by 
TGFβ1 treatment but in less extent than by proteazome inhibitor bortezomib. The difference 
of  AML cells of different lines answers shows a great heterogeneity AML in AML patients. 
Prognostic factors analysis in AML with normal karyotype confirmed that CEBPA 
(CCAAT/enhancer binding protein alpha) mutations predict favourable prognosis but the 
elevated EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1") and ERG  (“ETS-related gene”) 
expression are connected with unfavourable prognosis. EVI1 is a negative marker for MDS as 




Kaţdá fáze buněčného cyklu (G1, S, G2 and M) je kontrolována určitými cyklin-
dependentními kinázami (CDK) a jejich regulatorními podjednotkami cykliny.  
Tumor supresorová aktivita transformačního růstového faktoru beta (TGFβ) záleţí na jeho 
schopnosti regulovat expresi mnoha proteinů, jenţ hrají klíčovou roli v kontrole buněčného 
cyklu při přechodu z G1 do S fáze. TGFβ je schopen způsobit zastavení buněčného růstu u 
mnoha různých typů buněk včetně epiteliálních, endoteliálních, hematopoetických, nervových 
a u určitého typu mesenchymálních buněk. Identifikace a charakterizace signální dráhy TGFβ 
pomůţe porozumět úloze TGFβ na jedné straně jako tumorsupresorového genu obvykle 
v počátečním stadiu maligního růstu a na druhé straně naopak jako onkogenního faktoru 
v pozdních fázích malignit zejména u metastází. V pozdní fázi vzniku epiteliálního nádoru se 
buňky často stávají rezistentními na inhibiční účinek TGFβ kvůli inaktivaci signální dráhy 
TGFβ nebo v důsledku abnormální regulace buněčného cyklu. Cytokiny rodiny TGF  
regulují tedy růst a diferenciaci různých buněk. Poněvadţ TGF  je potenciální růstový 
inhibitor většiny typu buněk, regulace signalizace TGF můţe být spojována s postupem 
nádoru (zabránění přenosu signálu od TGF  vede k nádorům). Sledovali jsme působení 
potenciálních chemoterapeutik (inhibitorů MAP-kináz, histodeacetyláz a proteazomů) na 
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sloţky signální dráhy TGF Změřili jsme se především na jeden z inhibitorů proteazomů 
bortezomib, který e jiţ klinicky jpouţíván u pacientů s mnohočetným myelomem 
rezistentních na zavedené terapie. 
Akutní myeloidní leukémie (AML) a myelodysplastický syndrom (MDS) jsou onemocnění 
s velkou biologickou a klinickou heterogenitou [1]. Přestavby chromozomů byly nalezeny u 
přibliţně  55% dospělých pacientů s AML a asi u  30-50% pacientů s MDS. Tedy 40% aţ 
45% AML tvoří AML s normálním karyotypem, které nevykazují ţádné charakteristické 
morfologické změny. Mutace transkripčního faktoru "CCAAT/enhancer-binding protein" 
(C/EBP) alfa (CEBPA), které mají za výsledek buď dominantně negativní formy tohoto 
transkripčního faktoru nebo jeho nedostatek pro funkci v diferenciaci na monocyty a 
granulocyty, jsou spojeny s lepší neţ průměrnou prognózou [2]. Vedle mutací genu CEBPA, 
které jsou příznivým prognostickým faktorem, patří mezi negativní prognostické faktory 
důleţité pro léčebnou strategii zvýšená hladina mRNA pro transkripční faktor EVI1 
(“Ecotropic Virus Integration Site 1") [3], zvýšená hladina mRNA pro ERG (“ETS-related 
gene”) [4,5] a mRNA pro MN1 (“Meningioma 1“) [6,7-9]. 
Sekvenování velkého počtu vzorků, které jsme předpokládali u detekce mutací CEBPA u 
pacientů s AML, je velmi zdlouhavé, proto jsme plánovali v rámci této práce testování a 
zavedení nové metody mutačního skríninku – HRMA (high-resolution melting analysis). 
Samotné analýze genu CEBPA předcházelo testování metody na genu MYH9. Lidský gen 
MYH9 („myosin heavy chain 9“) je lokalizován na chromosomu 22q11.2 [10], sestává ze 40 
exonů a kóduje těţký řetězec nesvalového myosinu IIA. Mutace v tomto genu způsobují 
onemocnění souhrně nazývaná „MYH9 onemocnění“, která charakterizují velké destičky, 
trombocytopenie a kombinace granulocytárních inkluzí, hluchoty, zákalů a selhání ledvin. 
 
2. Hypotézy a cíle práce 
Cílem práce je nalézt účinné látky, které ovlivní signální TGFβ takovým způsobem, aby byla 
inhibována leukemogeneze. Dále řispět k objasnění role TGF  v buňkách izolovaných 
z kostní dřeně nebo periferního oběhového systému pacientů s AML (akutní myeloidní 
leukémie) a MDS (myelodysplastický syndrom), analyzovat TGF  jako potenciální nádorový 
supresor na základě analýzy výskytu mutací signální dráhy TGF  v leukemických a MDS 
buňkách. 
Vedle cytogenetiky, která je důleţitým prognostickým faktorem, mutace specifických genů a 
změněná exprese určitých genů také dovoluje stanovit prognózu u akutní myeloidní leukémie 
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(AML) a myelodysplastického syndromu (MDS). Zejména pro AML s normálním 
karyotypem  (40-45% případů AML) je významná analýza důleţitých prognostických faktorů: 
mutace transkripčního faktoru CCAAT/enhancer-binding protein alfa  (CEBPA),  spojené s 
lepší neţ průměrnou prognózou a zvýšená exprese genů ERG ( “ETS-related gene”), MN1 
(“Meningioma 1“) a EVI1 (“Ecotropic Virus Integration Site 1”), které jsou naopak spojené 
se špatnou předpovědí pro léčbu pacientů s AML a v případě zvýšené hladiny EVI1 mRNA i 
se špatnou předpovědí pro léčbu u pacientů s MDS. Pro detekci mutací v genu CEBPA jsme 
chtěli zavést novou metodu, která je zaloţena na rozdílnosti křivek tání PCR produktů 
s mutací a bez mutace – metoda high-resolution melting analysis (HRMA). 
Naší analýzou mutací CEBPA a studiem exprese genů ERG, MN1 a EVI1 na úrovni hladiny 
odpovídajících mRNA pomocí kvantitativní PCR chceme přispět k přesnějšímu stanovení 
prognózy pacientů s AML a MDS a následně i k efektivnější terapii. 
 
3. Materiál a metodika 
Počáteční pokusy byly provedeny na liniích leukemických buněk. Exprese genů pro receptory 
TGFβ, proteiny Smad a cílové proteiny signální dráhy TGFβ byly analyzovány 
semikvantitativní RT-PCR a kvantitativní qPCR, u vybraných genů na úrovni proteinu 
western blotem. Sledovali jsme vliv činidel, která by mohla v budoucnu najít pouţití v terapii, 
na signální dráhu TGFβ. Pouţili jsme specifické inhibitory MAP-kináz (PD98059, UO126, 
SB203580 aj.), inhibitory histondeacetyláz (HDAI) a proteazomů. Sekvenovali jsme exony 
genů signalizačních komponent dráhy TGF  u buněčných linií a pacientů s AML a MDS. 
Vzorky s mutací CEBPA měly být detekovány metodou HRMA a následně osekvenovány. 
HRMA je účinná metoda pro detekci mutací umoţňující rychle rozlišit negativní vzorky od 
pozitivních (mutovaných) pomocí PCR reakce a specifického fluorescenčního barviva LC 
Green plus Schopnost této metody spolehlivě zachytit kaţdý mutovaný vzorek byla nejdříve 
ověřena na analýze exonů genu MYH9 u sedmi pacientů s makrotrombocytopenií. Odlišný 
gen byl zvolen proto, ţe laboratoř, kde testování HRMA probíhalo, se zaměřila na 
trombocytopenie. 
Stanovili jsme sekvenací DNA a cDNA mutace transkripčního faktoru CCAAT/enhancer-
binding protein (C/EBP) alfa  (CEBPA) spojené s lepší neţ průměrnou prognózou pro 
pacienty s AML s normálním karyotypem a pomocí kvantitativní PCR expresi genů ERG, 
MN1 a EVI1, jejichţ zvýšená exprese je naopak spojena se špatnou předpovědí pro léčbu 
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pacientů s AML s normálním karyotypem a v případě zvýšené hladiny EVI1 mRNA i se 
špatnou předpovědí pro léčbu u pacientů s MDS. 
 
4. Výsledky 
Všechny sloţky signalizační dráhy TGFβ1 jsou exprimovány v buňkách ML2 a jsou snadno 
detekovatelné na úrovni mRNA  Nezjistili jsme inhibiční účinek TGFβ1 na proliferaci ML2 
buněk za pouţití inkorporace [6-
3
H] thymidinu do buněk. Sekvenovali jsme exony genů 
signalizačních komponent TGF  v ML2 buňkách, ale ţádnou mutaci jsme nezachytili.Naše 
výsledky naznačují, ţe rezistence ML2 buněk k TGFβ1 je způsobena jinými faktory neţ 
mutací/emi genů signalizační dráhy TGFβ1. Bortezomib indukoval apoptózu u buněčných 
leukemických linií Kasumi1, CTV1, ML2, ale ne u buněk ML1. Buňky linie Kasumi1 a ML2 
byly také citlivé k indukci apoptózy vyvolané působením TGFβ1, ale v menší míře neţ u 
bortezomibu. Buňky linie ML1 byly rezistentní proti oběma induktorům apoptózy. 
Neprokázali jsme ţádnou mutaci v kódujících oblastech genů signální dráhy TGF 1 u 
pacientů s MDS a AML, ale zjistili jsme sníţenou nebo nedetekovatelnou expresi 
analyzovaných genů. Zároveň jsme nenalezli ţádnou mutaci uvedených genů u pouţitých 
buněčných linií. 
Analyzovali jsme expresi hladin mRNA pro geny EVI1, ERG a MN1 u pacientů s diagnózou 
MDS nebo AML metodou kvantitativní PCR v čase. Pacienti s MDS byly vyšetřeni pouze na 
expresi EVI1, jehoţ zvýšená hladina mRNA je spojována se špatnou prognózou. Ze 485 
vzorků s prokázaným MDS mělo 90 zvýšenou expresi EVI1 a ze 71 vzorků se suspektním 
MDS byla zjištěna zvýšená exprese EVI1 u 11 případů. Pacienti s AML měli také zvýšenou 
expresi EVI1 a to u 62 vzorků ze 436, dvojnásobné mnoţství mělo zvýšenou expresi ERG a u 
více jak dvojnásobného  počtu byla zjištěna overexprese MN1. Výskyt zvýšené exprese 
rizikových faktorů EVI1, ERG a MN1 byl podobný u pacientů s normálním i změněným 
karyotypem, s vyjímkou EVI1 u MDS.  
Při analýze vzorků na přítomnost mutace MYH9 se HRMA osvědčila jako účinná a spolehlivá 
metoda (41 vzorků z 280 PCR produktů bylo označeno jako odlišných od kontrol, u 5 byla 
nalezna mutace). Proto jsme tuto metodu pouţili také pro preskrínink pacientů na přítomnost 
mutací v genu CEBPA. V tomto případě falešná pozitivita dosáhla aţ 60% a rozdíl tvaru 
křivek tání mutovaných a nemutovaných vzorků nebyl natolik výrazný, aby bylo moţné určit, 
které PCR produkty obsahují mutaci či polymorfismus.  
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Celkem jsme analyzovali 295 pacientských vzorků na přítomnost mutace v genu CEBPA – 
143 pacientů s MDS a 152 pacientů s AML. Z uvedeného počtu pacientů mělo pět 
s diagnózou MDS mutaci v genu CEBPA, polymorfismus byl detekován v genu CEBPA v 51 
případech. U pacientů s AML jsme detekovali ve 14 případech mutaci v CEBPA a u 42 
pacientů s AML byl zjištěn polymorfismus. Zjištěné mutace CEBPA nebyly zjištěny u 
ţádného ze 41 zdravých kontrolních vzorků. 
 
5. Diskuse  
Vliv TGF l na ML2 buněčnou linii nebyl dosud zkoumán. Ukázali jsme, ţe buňky 
myelomonocytární line ML2 jsou odolné proti TGF l. Rezistence prolifrace buněk ML2 
buněk na TGFβ1 není způsobena anti-apoptotickým účinkem TGF-βl, který byl nalezen v 
lidských monocytárních leukemických buňkách U937 [11]. Všechny sloţky signalizační 
dráhy TGFβ1 (receptory a Smad proteiny) a všechny cílové geny této dráhy byly detekovány 
na úrovni mRNA v buňkách ML2. TGFβ1 nemá ţádný signifikantní účinek na expresi těchto 
genů (RhoA, cdc25A, VEGF) v buněčné linii ML2. Skutečnost, ţe hladina mRNA RhoA 
nereaguje na TGFβ1 v buňkách ML2, můţe také přispět k resistenci proliferace buněk ML2 
na TGFβ1. SnoN je jaderný korepresor pro Smad4, který interaguje s ostatními transkripčními 
korepresory a HDAC [12,13]. Vzhledem k tomu, ţe jsme zjistili zvýšenou hladinu SnoN na 
úrovni proteinu po přidání TGFβ1, je moţné, ţe se SnoN podílí na resistenci buněk ML2 na 




 v buňkách ML2 
bez TGFβ1 a po působení TGFβ1 24h. Tento fakt můţe také přispět k resistenci buněk ML2 
na TGFβ1 indukovanou inhibici růstu.  
TGFβ1 inhibovalo syntézu DNA pouze v buňkách Kasumi1 ale u ostatních buněčných linií uţ 
ne. Bortezomib, jako potenciální inhibitor syntézy DNA u všech čtyř typů leukemických 
buněčných linií, indukoval apoptózu v největší míře u buněk CTV1, dále pak u Kasumi1 a 
ML2, ale ne u buněk ML1. Pouţití kombinace bortezomibu a TGFβ1 zvýšilo apoptotický 
účinek proti samotnému bortezomibu u buněk linie ML2 na rozdíl od buněk ML1 a CTV1. 
Buňky linie ML1 byly rezistentní proti oběma induktorům apoptózy (TGF bortezomib).  
Naše výsledky ukazují antiproliferační a proapoptotický účinek bortezomibu v lidských AML 
buněčných liniích. Rozdílná citlivost lidských buněčných linií k TGF 1 a bortezomibu odráţí 
chování primárních leukemických buněk u pacientů, u nichţ je velkým problémem 
různorodost onemocnění daná mnoţstvím genetických změn a profily imunofenotypu. Pouţití 
inhibitorů proteazomů v terapii bude tímto limitováno. 
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Neprokázali jsme ţádnou mutaci v kódujících oblastech genů sloţek signální dráhy TGF 1 u 
pacientů s MDS a AML, ale zjistili jsme sníţenou nebo nedetekovatelnou expresi 
analyzovaných genů. Sníţená exprese je zřejmě způsobena epigenetickými změnami, tedy 
hypermetylací a deacetylací promotorových oblastí těchto genů. Zároveň jsme nenalezli 
ţádnou mutaci uvedených genů u pouţitých buněčných linií. 
Analyzovali jsme stovky vzorků pacientů s MDS a AML na expresi mRNA genů EVI1, ERG 
a MN1 a kromě MN1 jsme potvrdili jejich klinický význam jako negativních prognostických 
faktorů u těchto hematologických malignit. 
Vzorky pacientů s MDS a především AML jsme analyzovali také na přítomnost mutace 
v genu CEBPA. Z důvodu analýzy velkého mnoţství vzorků měla být pro preskrínink mutací 
CEBPA vyuţita nová metoda -  high-resolution melting analysis, HRMA. Účinnost a 
spolehlivost metody byla nejdříve ověřena skríningem sedmi pacientů 
s makrotrombocytopenií na přítomnost mutace v genu MYH9. Bohuţel HRMA není vhodná 
pro detekci mutací v genu CEBPA – falešná pozitivita dosáhla aţ 60% a rozdíl tvaru křivek 
tání mutovaných a nemutovaných vzorků nebyl natolik výrazný, aby bylo moţné spolehlivě 
označit PCR produkty obsahují mutaci či polymorfismus. Selhání HRMA mohlo být 
způsobeno přítomností více PCR produktů v jednom vzorku (více neţ jeden prouţek na gelu); 
u genu MYH9 byl přítomen vţdy pouze jeden PCR produkt.  
Oproti zvýšené expresi EVI1 a ERG, mutace v genu pro CEBPA jsou povaţovány za 
prognosticky příznivý faktor [14,15]. Našli jsme 22 nových, dosud nepopsaných mutací 
v genu CEBPA Změny struktury C/EBP v důsledku uvedených delecí většinou znamenají 
ztrátu funkce oblasti BR a leucinového zipu a tím i funkce transkripčního faktoru C/EBPα a 
jeho antiproliferační aktivity. 
 
6. Závěry 
Vliv TGF 1 na hladinu mRNA příslušných cílových genů většinou odpovídá běţnému 
působení tohoto cytokinu u řady typů buněk. Účinek TGF 1 na proliferaci buněk ML2 
neodpovídá inhibičnímu účinku na proliferaci buněk. Buňky ML2 jsou resistentní na anti-
proliferační vliv TGF 1. Z dosaţených výsledků se domníváme, ţe tato skutečnost je 
způsobena stimulací hladiny mRNA onkoproteinů. 
Tato práce přináší první důkaz, ţe abnormálně zvýšená hladina SnoN a nedetekovatelná 




 v buňkách ML2 můţe 
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vést k resistenci proliferace buněk na inhibiční účinek TGFβ1. Látky, které jsou schopny 
obnovit normální hladinu těchto proteinů, mohou zastavit resistenci proliferace buněk na 
inhibiční účinek TGFβ1 a mohly by být v budoucnu vyuţity jako chemoterapeutika. 
Otázku, zda je třeba u pacienta s AML a normálním karyotypem při detekované nepřítomnosti 
negativních prognostických faktorů (zvýšené exprese genů ERG, EVI1) podstoupit 
transplantaci kostní dřeně, je nutno řešit komplexně. Samozřejmě je nutné posoudit i další 
negativní prognostické faktory jako jsou mutace MLL, FLT3-ITD, eprese BAALC a 
samozřejmě i stáří pacienta. Při nepřítomnosti nepříznivých prognostických faktorů, zejména 
mutací tyrosinové kinázy FLT3, se zvláště v případech přítomnosti mutace v NPM1  dnes ve 
světě k transplantaci nepřistupuje.  
Zhodnocením všech uvedených prognostických fatorů, ať uţ negativních jako jsou ERG, 
EVI1, FTL3, či pozitivních jako mutace v CEBPA, lze získat komplexní obraz, který by měl 
přispět k efektivnější léčbě nemocných s AML a MDS. 
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